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RESUMEN
Dos de los requisitos exigidos en los análisis farmacéuticos 
son la rapidez y eficacia, ambas características se consiguieron con 
la automatización de los equipos analíticos que proporcionaban sis­
temas más complejos y menos aparatosos, aportando ventajas eco­
nómicas y un gran rendimiento. La modalidad más reciente de la 
automatización analítica es el análisis por inyección en flujo, más 
conocido por sus siglas, en inglés, FIA.
Dentro de este apartado concreto de análisis de formulacio­
nes farmacéuticas por análisis en inyección en flujo, es en el que se 
engloba el trabajo de la tesis, bajo el título: Sistemas heterogéneos 
sólido-líquido en flujo continuo y análisis de medicamentos. Deter­
minación de levamisol,flufenacina y emetina.
Este título bajo la denominación de sistemas heterogéneos 
sólido-líquido hace referencia, por un lado, a sistemas de precipita­
ción y por otro, a la incorporación de reactivos a sistemas en flujo 
continuo en la modalidad «lecho reactivo», lo cual constituye una 
innovadora y valiosa herramienta para la introducción de reaccio­
nes químicas en este tipo de metodología, lo que, indudablemente, 
permite una ampliación de la selectividad y sensibilidad.
Se propuso este trabajo dentro de la línea de investigación 
«Métodos de análisis de control de medicamentos por técnicas 
FIA» con la finalidad de aplicar las últimas tecnologías de los mé­
todos automáticos de análisis a la determinación de medicamentos, 
fundamentalmente en formulaciones farmacéuticas.
Tres aspectos: aprovechamiento de las ventajas inherentes a 
la tecnología FIA, profundización en el estudio de los sistemas 
heterogéneos con inmovilización de reactivos y ampliación del 
espectro de aplicación de los reactivos en el ámbito de la Química
Analítica, son las líneas fundamentales seguidas en los trabajos 
contenidos en la presente memoria.
La estructura del trabajo experimental para la puesta a punto 
del método analítico es similar en los tres casos: comienza con los 
estudios previos en estático y en flujo continuo consistentes en en­
sayar la reacción o reacciones más adecuadas así como, a grandes 
rasgos, las características físico-químicas de las mismas. Seguida­
mente se realiza la optimización de las variables químicas y del 
montaje FIA. La parte final es el estudio de las características ana­
líticas del método (intervalo dinámico lineal, reproducibilidad, ve­
locidad de inyección y estudio de interferencias) y su aplicación a 
muestras reales.
Todo ello se aplicó a la determinación de tres principios acti­
vos, el levamisol, de actual importancia, una vez demostrada su 
efectividad en los tratamientos contra el cáncer de colon, la 
flufenacina, una fenotiazina neuroléptica, de uso en tratamientos de 
psicosis y la emetina, un principio activo clásico de la farmacia tra­
dicional cuyos métodos analíticos son actualizados con la introduc­
ción de nuevas técnicas.
Esta memoria pretende profundizar y ampliar el estudio de 
los sistemas heterogéneos FIA. En el primero de los trabajos reali­
zados en esta tesis doctoral, se pretendió incorporar a un sistema 
en flujo continuo una operación clásica en Análisis Químico, como 
es la precipitación, y desarrollar las posibilidades que estos equili­
brios encierran en la determinación de medicamentos. Se realizó 
esta elección porque dentro del área sólo tenemos noticia de dos 
trabajos similares anteriores. Se propone la integración en un mon­
taje FTA de las operaciones de precipitación, lavado y redisolución 
del precipitado como fundamento para la determinación indirecta 
del levamisol por absorción atómica, previa precipitación con tetra- 
iodomercuriato. Se seleccionó un sistema FIA inverso donde el
reactivo era inyectado en una corriente de disolución de muestra. 
Como disolución de lavado se escogió la misma disolución de 
medicamento, el portador. El medio empleado para disolver el pre­
cipitado fue una corriente de etanol.
El procedimiento propuesto para la determinación de leva­
misol hace uso del siguiente montaje; una disolución acuosa de 
tetraiodomercuriato es inyectada en un portador que resultó ser una 
disolución acuosa de levamisol. El precipitado formado es retenido 
en un filtro de teflón y posteriormente filtro y precipitado son lava­
dos con el fin de eliminar el exceso de Hg (II) adsorbido. Una co­
rriente de etanol absoluto se encarga de disolver el precipitado y 
hace que el mercurio liberado, proporcional a la cantidad de leva­
misol precipitado, después de confluir con un canal de etanol (que 
proporciona constatemente la línea base), llega al espectrofo- 
tómetro de absorción atómica y se lee su absorbancia a 253,7nm.
En la segunda parte experimental se propone el arsenito de 
cerio (IV) sólido como reactivo oxidante de la flufenacina, que se 
determina espectrofluorimétricamente. El aspecto más destacado 
del procedimiento reside en el reactivo seleccionado para llevar a 
cabo la oxidación. El arsenito de Ce(IV) no es un reactivo analítico 
empleado habitualmente, de hecho ni siquiera aparece registrado en 
los catálogos comerciales de productos químicos, por lo que para 
su obtención fue necesario sintetizarlo previamente a partir de 
arsenito de sodio y nitrato cérico. El reactivo sintetizado es inmovi­
lizado por simple confinamiento del mismo (inmovilización natu­
ral) dentro de una columna que adecuadamente conectada al mon­
taje FIA contituye el corazón o pieza clave del sistema de flujo.
En el sistema FIA utilizado para la determinación de flu­
fenacina, una disolución acuosa del medicamento en ácido fosfó­
rico 0,01 M, se insertó en una corriente de portador, ácido fosfórico 
0,01 M. El bolo de muestra atravesó la columna de arsenito de
Ce(TV), emplazada en el bucle de muestra y en su recorrido a través 
del reactor, la flufenacina fue oxidada en el medio ácido a un esta­
do de oxidación intermedio que se caracteriza por ser fluorescente. 
El flujo emergente del reactor llega a la celda de flujo emplazada 
en el detector, un espectrofluorímetro, donde se midió de forma 
continua la emisión 410nm.
Finalmente, en el tercer apartado, se desarrolla una nueva 
-estrategia de inmovilización para el iodo, aprovechando sus propie­
dades de oxidante suave para la determinación espectrofluorimé- 
trica de emetina. Desde un punto de vista general, las ventajas que 
se preveían al utilizar una columna oxidante de I2 eran, dentro de las 
inherentes a los sistemas en flujo continuo con reactivos inmovili­
zados, encontrar un sistema que aunara las ventajas de los reactores 
tubulares abiertos con el contacto interno muestra-reactivo, propio 
de los lechos empacados. El aspecto más original del procedimiento 
residía en el modo seleccionado para elaborar la columna oxidante 
de I2 Se presentaba como una nueva estrategia para la construcción 
de reactores fase sólida. El reactivo I2, se encontraba «impregnan­
do» las paredes del tubo. Dicho tubo era de polivinilo tipo 
Omniffit, utilizado comúnmente para bombardear las disoluciones 
de muestra y reactivos en un montaje FIA. El reactor está colocado 
en el cabezal de la bomba peristáltica donde la presión de los cilin­
dros de ésta establecían un estrecho contacto entre el reactivo inmo­
vilizado y la disolución de muestra que se pretende determinar.
La aplicación de este original procedimiento ha servido para 
la determinación de emetina. Al entrar en contacto con el iodo in­
movilizado daba lugar a un producto de oxidación que presentaba 
fluorescencia con máximo de emisión a 458nm.
El montaje FIA utilizado para la determinación de emetina, 
es el que se detalla a continuación; una disolución acuosa de eme- 
tina se hizo pasar a través del reactor de iodo dando lugar al pro­
ducto de oxidación correspondiente. El bucle de muestra fue llena­
do con una cantidad correspondiente de la disolución de emetina ya 
oxidada. El producto de oxidación de la emetina fue inyectado en 
una corriente de portador, agua desionizada. El flujo emergente del 
reactor llegaba a la celda de ñujo emplazada en el espectrofluo- 
rímetro, donde se mide a 458nm. de forma continua la fluorescen­
cia de la disolución que atraviesa dicha celda.
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Introducción
Capítulo 1
Antecedentes
1.1 LA NECESIDAD DEL ANALISIS DE MEDICAMENTOS
El análisis farmacéutico o "ensayo de " como era conocido anti­
guamente ocupa un lugar relevante para la formación del farmacéutico por dos 
razones fundamentales. La primera razón es que este campo analítico convierte al 
profes nal en un experto en medicamentos, y un importante aspecto del desarrollo, 
producción, distribución y uso de los medicamentos es su análisis. La segunda es 
que muchas de las metas del análisis farmacéutico son fundamentales para las técni­
cas y resultados de otras áreas de conocimiento tales como bioquímica, química 
médica y demás ciencias farmacéuticas.
Puesto que el análisis farmacéutico abarca diferentes tipos de materiales, formas 
de dosificación y más recientemente muestras biológicas como fundamento de estu­
dios biofarmacéuticos y farnrcocinéticos puede considerarse, el análisis 
farmacéutico, como una rama dentro de la ciencia farmacéutica.
Antecedente:
La vinculación de la química a 1; farmacia ha de ser tal que permita desarrollar 
una manera de pensar en la cual, la primera pregunta acerca del fármaco sea:"¿Cuál 
es su estructura química?" y a continuación, la segunda sea:"¿Cuál es su acción 
farmacéutica?". Por esta razón se necesita conocerla, para realizar una valoración 
razonable del comportamiento que atañe a importantes cometidos farmacéuticos que 
se relacionan con la solubilidad, estabilidad, biodisponibilidad y, por supuesto, el 
análisis1.
El análisis farmacéutico ha pasado de ser una actividad puntual de laboratorio 
a formar parte importante de una compleja industria farmacéutica.
Cualquier actividad, ya sea sanitaria o industrial, encuentra en alguna de sus 
fases un control analítico que define la calidad de aquello que se pone al servicio del 
ser humano. Al conver e la actividad analítica en algo tan primordial, exige una 
instrumentación y metodología exacta, rápida, automatizada y que se adecúe a un 
costo económico razonable.
La industria farmacéutica ha de realizar los análisis de medicamentos ciñendose 
a los imperativos legales vigentes en cada país.
El uso de técnicas analíticas muy sensibles es imprescindible para el control de 
calidad que determina la eficacia y seguridad de los medicamentos, de tal forma que 
el desarrollo de un fármaco incluye necesariamente la puesta a punto de ensayos 
analíticos para su determinación, así como la de los productos de su posible degrada­
ción física, química y metabóliea. Por otra pane, el análisis de los metabolitos es un 
aspecto fundamental en los estudios farmacocinéticos que determinan la biodisponibi­
lidad y la duración de la respuesta clínica.
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1.2 ELECCION DE METODOS DE ANALISIS Y PREPARA­
CION DE LAS MUESTRAS.
La elección de un método de análisis depende del propósito de la determina­
ción, según sea cualitativa, cuantitativa o semicuantitativa y de la complejidad de la 
muestra. La cantidad y la pureza de la muestra, junto con las disponibilidades econó­
micas y de técnicas instrumentales, son los parámetros determinantes. El mejor 
método de análisis será el más sencillo de los que posean la sensibilidad que se 
precise. Un método puede ser muy sensible para una sustancia pura, pero inaplicable 
a una matriz compleja, por lo que, frecuentemente, es necesaria la preparación 
previa de la muestra a fin de separar sus constituyentes.
La determinación de un fármaco en una formulación farmacéutica, un compri­
mido por ejemplo, es relativamente sencilla. Basta coger una muestra, triturarla y 
practicar el análisis concreto en una fracción del polvo. La identificación de impure­
zas y de productos de degradación requiere varias separaciones químicas y después 
el análisis de los productos aislados. Para analizar trazas se utilizan frecuentemente 
la cromatografía de gases o la líquida de alta resolución, así como la cromatografía 
en capa fina, la cristalización o la destilación fraccionada y la extracción líquido- 
líquido. Los métodos clásicos de identificación mediante la preparación de derivados 
se utilizan en las farmacopeas junto con los métodos espectroscópicos. Para la identi­
ficación de productos desconocidos, se utiliza casi exclusivamente el análisis ele­
mental, la resonancia magnética nuclear, la espectroscopia infrarroja, la espectrome­
tría de masas y, especialmente, la cromatografía de gases combinada con espectro­
metría de masas (CG/EM).
Los estudios de estabilidad requieren detectar pequeños cambios, que pueden
ser significativos a lo largo del tiempo de almacenamiento. La CG y la cromatogra­
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fía líquida de alia resolución (HPLC), los métodos espectrométricos, las valoraciones 
químicas y electroquímicas son capaces de tal precisión.
El control de calidad del producto final (de mercado) requiere especificar muy
estrechamente los límites de pureza y concentración, para lo que se usan HPLC o 
CG por su sencillez, velocidad, buena especificidad y excelente precisión. Cuando 
no se dispone de estos métodos, hay que combinar un ensayo cuantitativo preciso 
aunque no específico, frecuentemente volumétrico o espectrofotométrico, con una 
cromatografía cualitativa (capa fina), para demostrar la ausencia de impurezas.
1.3 ENSAYOS DE CONTROL DE CALIDAD EN UNA FORMU­
LACION FARMACEUTICA.
Los ensayos de control de calidad de un producto farmacéutico incluyen:
1.3.1 Identificación y análisis.
1.- La identificación, para confirmar la estructura del componente principal 
(ensayos de color, punto de fusión del fármaco o de un derivado, espectro infrarrojo 
(IR), de resonancia magnética nuclear (RMN) o de masas (EM). difractograma de 
rayos X de polvo, Rf o tiempo de retención en cromatografía, rotación óptica, índice 
de refracción o densidad).
2.- El análisis cuantitativo de dicha sustancia. Entre ellos están los procedi­
mientos de volumetría y gravimetría (incluyendo el análisis elemental) la RMN, la 
cuiombimetría y la termogravimetría. Los ensayos analíticos se hacen necesarios 
antes de los ensayos clínicos, cuando se realizan los estudios de toxicidad en
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animales (responsables en gran medida del elevado coste de los fármacos). En ellos, 
es fundamental asegurarse del empleo de fármacos de elevada pureza, para poder 
atribuirles cualquier efecto tóxico observado.
El protocolo del registro de un nuevo fármaco o medicamento para su posible 
comercialización, una vez establecida su inocuidad y eficacia (índice terapéutico), 
ha de incluir los ensayos de identidad y purez que controlen su fabricación de forma
sistemática y uniforme. En la fabricación ha de controlarse igualmente la calidad de 
ios productos terminados, de las materias primas y de los productos intermedios, y 
aunque muchos procesos están automatizados a fin de ahorrar tiempo y dinero, es 
necesario que el profesional comprenda los principios básicos en que se basan los 
métodos de control y, en su caso, esté capacitado para la puesta a punto y selección 
de los más adecuados a un nuevo producto. Para proponer un nuevo método de 
análisis, o seleccionar para su aplicación uno conocido, es necesario hacer uso de 
propiedades físicas y químicas correspondientes a la estructura y composición del 
producto en cuestión.
Cuando se pone a punto cualquier método de análisis es necesario "validarlo” 
dentro del laboratorio y que lo avalen otros. El método descrito debe incluir los 
principios en que se basa y las referencias bibliográficas correspondientes; las espe­
cificaciones de los instrumentos y del equipo; los requisitos de la muestra a analizar; 
incluidas las condiciones de almacenamiento, la lista de reactivos, su procedencia 
comercial; grado de pureza y concentraciones expresadas en las unidades adecuadas; 
la descripción detallada de todos los pasos, especialmente de los críticos; cualquier 
precaución de seguridad en el manejo de las muestras, la preparación de reactivos 
y la eliminación de residuos; el procedimiento de calibración y cálculo de resultados;
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descripciones de los1 compuestos de referencia (estándar) y el intervalo dinámico 
lineal.
1.3.2 Procedimientos analíticos que se encuentran en la legisla­
ción.
1.3.2,1 BPL y farmacopeas.
Básicamente existen dos tipos de procedimientos analíticos: los adecuados al 
control de fabricación, que han de ajustarse a las
(BPL*)y son generalmente confidenciales entre el laboratorio y el organismo oficial 
competente, y los que se incorporan a los códigos oficiales 
rios. Estos compendios se recogen oficialmente e incluyen las normas que debe 
satisfacer cualquier sustancia de origen natural o de síntesis para ser utilizada en 
farmacia y medicina como droga, fármaco o medicamento. Describen e informan 
acerca de un fármaco, además de determinar los límites de pureza y las condiciones 
de almacenamiento. En los países más desarrollados suelen aparecer nuevas edicio­
nes que incorporan ios nuevos ensayos anual o bianualmente.
1 Fue la American Food andDrug A d m i n i s t r a t i o n ( F D A )
buenas prácticas de laboratorios (GLP, del inglés *Good Laboratorj Practics *). Estas reglas detallan ios 
medios necesarios para conseguir resultados fiables en cualquier estudio dirigido a investigar o demostrar 
ía calidad de un nuevo fármaco.
1.3.2.3 Ensayos
Además de los ensayos físicos y químicos existen ios ensayos biológicos (como 
el clásico y obligado control de esterilidad o pirogenicidad, por ejemplo). Se 
denominan bioensayos a ios que sirven para cuantificar un principio activo en
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1.3.2.2 Ensayos físicos y químicos.
La descripción completa de un fármaco incluye generalmente el nombre, fórmu­
la y peso molecular, apariencia (color y olor) y propiedades físicas (espectrofotome- 
tría infrarroja, de resonancia magnética nuclear, de masas, ultravioleta, 
fluorescencia, rotación óptica, punto de fusión, calorimetría diferencial, análisis 
termogravimétrico, pKa, solubilidad, propiedades cristalinas y polimorfismo), entre 
otras. Son Druebas típicas para su identificación el punto de fusión, la espectroscopia 
UV e IR, la cromatografía y las reacciones espec»ficas de coloración. Un gran 
número de productos farmacéuticos se ensayan por procedimientos gravimétricos y 
volumétricos. Los métodos puramente físicos utilizan, desde el microscopio, el 
polarímetro o el refraerómetro, a las modernas técnicas espectroscópicas. El control 
de la pureza óptica en el caso de sustancias quirales, así como los ensayos límite del 
agua e impurezas, como sulfatos, bal uros, metales pesados, etc., es habitual.
Los ensayos de pureza fijan el límite de impurezas aceptable (ensayos límite), 
y pueden ser sencillos, como determinar la pérdida de peso por desecación, o más 
complejos, como el use combinado de cromatografía de gases o líquida y espectro­
metría de masas. Si los ensayos tienen que determinar específicamente la cantidad 
de principio activo (o principios activos) en un medicamento o formulación, éste ha 
de separarse previamente de otras sustancias acompañantes, aplicando técnicas de 
separación que van desde la extracción a las técnicas cromatográficas.
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función de una respuesta biológica. En la actualidad pueden utilizarse en ciertos 
casos como métodos analíticos superiores en especificidad y sensibilidad a otros 
métodos. El ejemplo más clásico es el de la valoración de antibióticos o 
antibacterianos mediante la utilización de un sistema microbiológico. Si se incuba un 
fármaco a diferentes diluciones con el microorganismo apropiado, y se encuentra 
cuál es la dilución a la que se produce la inhibición de su crecimiento, dado que se 
conoce ésta (CNI= concentración mínima inhibitoria), puede determinarse la 
concentración inicial por una simple proporción.
La determinación del fármaco (o la de los metabolitos) en medios biológicos 
(generalmente orina o plasma) puede requerir e! uso de compuestos marcados con 
isótopos radiactivos.
Ya queda claro que no sólo se trata de realizar ensayos de pureza (análisis de 
materias primas) o sobre la formulación farmacéutica final sino que también se ha 
de determinar el contenido en un determinado principio activo tomando una muestra 
del lote de fabricación, así como establecer la homogeneidad del contenido en dicho 
lote lo cual obliga a realizar un gran número de análisis de rutina de muestras simi­
lares en su composición. Otros datos que también se exigen son aquellos referentes 
a nuevos fármacos; datos que usualmente se necesitan para el control de la produc­
ción, ayances en biofarmacia: biodisponibilidad de la droga, transporte a través de 
membranas biológicas, su habilidad para alcanzar al receptor, su metabolismo y 
excreción.
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1.4 ANALISIS FARMACEUTICO.
Por oirá parte, se ha de tener en cuenta, que además de las exigencias legales, 
los análisis farmacéuticos se realizan en diferentes tipos de muestras entre las que 
se dan niveles de concentración bajos o de gran dificultad. También existen casos, 
como ocurre con los análisis clínicos (orina, sangre, suero, líquido cefalorraquídeo), 
donde no sólo hay que distinguir entre distintos fármacos, sino entre los medicamen­
tos que han sido administrados y los metabolitos que se han producido. Actualmente 
estos casos son tratados en al área deportiva con el control "antidopping" o en el 
área forense, especialmente en lo que respecta al abuso de drogas en instalaciones 
hospitalarias como monitorización de fármacos en pacientes internos. De la misma 
manera se utiliza en el análisis de control de alimentos de procedencia animal en los 
análisis veterinarios.
1.4.1 Necesidad de la automatización en ei análisis farmacéutico.
Dos de las mayores exigencias en los análisis farmacéuticos son la rapidez y 
efectividad, ambas características se consiguieron con la automatización de los 
equipos analíticos que proporcionaban sistemas más complejos y menos aparatosos, 
resultaban muy variados y aportaban importantes ventajas económicas ya que su 
elevado precio quedaba compensado claramente por su alto rendimiento en el que 
se incluía la eliminación de tareas rutinarias y hasta peligrosas para el operador 
humano. Como inconveniente se encontraba la falta de reconocimiento oficial de 
estos métodos. Algunas farmacopeas (USP y NF) dan algunas indicaciones para 
técnicas automáticas cuando ios métodos oficiales no pueden ser reproducidos 
exactamente.
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Cuando la literatura clásica hace referencia al análisis de medicamentos siempre 
incluye capítulos sobre volumetrías, electrodos selectivos, dispersión óptica rotatoria, 
dicroísmo circular, resonancia magnética nuclear y de spin electrónico, espectrome­
tría de masas y ios más innovadores incluyen ya la cromatografía líquida de alta 
resolución y la toxicología analítica llegando hasta los métodos automatizados.
1.5 ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO.
Actualmente podemos encontrar instrumentación adecuada para automatizar 
total o parcialmente los análisis farmacéuticos; una modalidad en la automatización 
analítica es el análisis por inyección en flujoque se conoce por sus siglas en inglés,
FIA. Esta metodología apareció en 1975 con Hansen y Ruzicka, en Dinamarca y 
Steward, desde Estados Unidos. No sólo se centra en el análisis farmacéutico sino 
que abarca todos ios campos analíticos. Es en el área de los análisis farmacéuticos 
donde el número de trabajos de investigación publicados hasta la década de los 90 
es alrededor de un 10 % de los totales. Así se muestra en la siguiente gráfica. En 
primer lugar se compara la proporción de los análisis sobre muestras biológicas y 
clínicas frente a otro tipo de muestras. Dentro de las biológicas se resalta que ios 
medicamentos ocupan un mayor número de publicaciones frente a otras que tienen 
como muestra sangre, orina, suero, etc.
De una manera sencilla, se explica el fundamento del análisis por inyección en 
flujo. Se trata de la inserción sistemática de muestras en el seno de una corriente 
continua de disolución portadora que, a través de un tubo de teflór. y, con o sin 
reacción química, es transportada mediante la propulsión de una bomba peristáltica, 
hasta un detector al que puede llegar sin que se alcance el equilibrio.
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La metodología FIA da respuesta a la creciente necesidad de automatización en 
los análisis de control, dada la rapidez y versatilidad que aportan los métodos en 
flujo continuo, además presenta dos ventajas que la han hecho destacar sobre oíros 
métodos científicos clásicos: un diseño sencillo que utiliza una pequeña cantidad de 
reactivos lo cual disminuye mucho su costo y una elevada solidez para soportar el 
tratamiento habitual en un laboratorio analítico de control.
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Figura 1.1 Proporción entre los tipos de muestra analizados en flujo continuo.
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Actualmente se puede encontrar abundante información sobre el funcionamiento 
y configuración de los sistemas FIA. Para dar una visión de las posibilidades analíti­
cas de esta tecnología, basta decir que prácticamente todas las operaciones que se 
realizan en cualquier laboratorio analítico (filtración y redisolución, extracción 
líquido-líquido, reacciones de formación y recogida de gases, utilización de reactivos 
sólidos o inmovilizados, destilación, precipitación, etc.) se pueden realizar en la 
modalidad FIA. De la misma manera, esta metodología permite un amplio espectro 
de opciones analíticas, desde valoraciones a métodos en flujo detenido (stopped- 
flow), hasta sistemas homogéneos de cualquier combinación de fases líquidas (líqui­
do-líquido, sólido-líquido y gas-líquido), así como el uso de cualquier detector usual 
y conocido, como espectrofotómetros, métodos electroanaiíticos, térmicos, etc.
OPTICOS
aECTROQüiMICOS
Figura 1.2 Proporción entre los tipos de detectores
S.espectrofotometría; F:fluorimetría; Q.quimioluminiscer
Cxulombimetría; 0:otros.
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Los detectores ópticos son los más utilizados y dei. y de ellos los de absorción 
en el UV-visible. Siguen en número los detectores electroquímicos. En la 
se puede apreciar la proporción existente entre ambos grupos de detectores con todas 
sus variantes. Es un estudio que abarca los trabajos publicados hasta 1994.
1 . 6 ENSAYOS DE DISOLUCION PARA FORMULACIONES DE 
ADMINISTRACION ORAL.
1.6.1 Ensayos de disponibilidad del principio activo.
Un punto primordial para iniciar el estudio de un medicamento formulado como 
comprimido de administración oral, es conocer la velocidad de disolución y la canti­
dad exacta de que disponemos una vez se haya producido la operación de disolución; 
es lo que se conoce como disponibilidad del principio activo.
Desde la XX edición de la USP se ha incluido el "ensayo de disolución" en la 
mayoría de las monografías de los preparados farmacéuticos sólidos administrados 
por vía oral.
Básicamente, el ensayo consiste en disolver el comprimido y bombear la disolu­
ción al tiempo que se filtra hacia la celda de flujo de un espectrofotómetro, estable­
ciendo de este modo, un flujo cíclico que nos indica la cantidad de comprimido que 
se disuelve y la rapidez con que lo hace. Gracias a los valores que obtenemos del 
espectrofotómetro podemos efectuar una representación de la absorbancia en función 
del tiempo, indicativa de la velocidad de disolución.
í:
Antecedentes
1.6.2 Automatización del proceso.
Dada la frecuencia con que se realizan este tipo de ensayos se hace necesaria 
la automatización de! proceso. La metodología FIA ofrece una alternativa pata el 
caso de aquellos principios activos cuyas absorbancias se vean incrementadas por las 
absorbancias del resto de los componentes de la muestra. La solución coasiste en 
aplicar una reacción química para un sólo componente de tal manera que se 
desarrolle un color cuyo espectro de absorción no sea interferido por el espectro del 
resto de componentes. Son los casos en los que la medida espectral directa no ofrece 
la información deseada.
Los montajes FIA realizan una conexión desde el recipiente donde se efectúa 
la disolución hasta el detector después de haber pasado por un reactor. Posteriormen­
te para la recogida de datos puede haber acoplado un procesador con tratamiento de 
datos que represente las señales obtenidas por e! espectrofotómetro, obteniéndose el 
"perfil completo de disolución" en el que no es necesario realizar una corrección del 
volumen dada la pequeña cantidad de éste que es consumida en cada inyección de 
muestra.
Una vez conocidas las características del fármaco que se ha de analizar y los 
tipos de análisis a desarrollar, se ha de entrar en la parte de estructura química para 
que tenga lugar ese análisis. Anteriormente hemos comentado que en el análisis por 
inyección en flujo tienen cabida todos los tipos de procesos analíticos que tienen 
Migar en el laboratorio. La primera cuestión que nos podemos plantear es si es 
necesario primero separar el principio activo o producir una reacción química para 
su posterior monitorización. A continuación se desarrollarán ambas posibilidades.
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Figura 1.3 Montaje FIA adicionado al montaje estándar para los ensayos de disolución. A la derecha, 
señales transitorias obtenidas periódicamente.
1.7 METODOS DE SEPARACION EN FIA.
La metodología FIA puede obviamente utilizar todos los procesos de separación 
que normalmente se emplean en análisis con la posibilidad de mejorar la selectividad 
del procedimiento. Ahora comentaremos los tipos de separación más usuales inci­
diendo detalladamente en aquellos que directamente se aplican en esta Memoria.
1.7.1 Extracción líquido-líquido.
En líneas generales el sistema de operar consiste en insertar una muestra en el 
reactivo-portador acuoso adecuado que confluye con la corriente de disolvente orgá­
nico. Al ser inmiscibles ambos disolventes circularán hacia el detector segmentados.
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Durante este espacio de tiempo, el analito, que previamente habrá dado lugar al 
producto neutro extraíble (supresión iónica o formación de pares iónicos) es transfe­
rido, a través de la superficie de contacto, desde la fase acuosa hasta el disolvente 
orgánico.
Después de extraído el analito y antes de llegar al detector, que en la mayoría 
de ios casos suele ser un espectrofotómetro UV-vis o un fluorímetro, existe la 
posibilidad de separar ambas fases, bien mediante una membrana separadora o por 
acción de la gravedad en una cámara adecuada. Finalmente, se pasará al detector 
para la determinación del principio activo.
Las mejoras que aporta la metodología FIA a la técnica de extracción entre 
otras serían; la disminución del tiempo requerido para el análisis, abaratamiento de 
costos e incluso menor manipulación de disolventes orgánicos.
Las determinaciones de fármacos mediante la aplicación de esta técnica han sido 
variadas; cabe citar principios activos como cafeína, codeína, tiamina, etc. La deter­
minación de prociclidina clorhidrato2 en tabletas mediante la utilización de una 
membrana separadora, se basa en la formación de un par iónico de la droga con ión 
picrato que se extrae con cloroformo.
L. Fossey y F.F. Cantwell realizaron la monitorización simultánea de las fases 
orgánica y acuosa en la determinación de difenilhidramina3 en tabletas, donde se 
propoma la cuantificación de dos drogas: la difenilhidramina y el 8-cioroteofilinato, 
utilizando una membrana doble; una hidrofóbica de teflón y otra hidrofílica consis­
tente en 5 capas de papel de filtro Whatman del n° 5. Después de separados, se 
realizó una cuantificación espectrofotométrica de ambas fases.
■mam
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1.7.2 Sistemas heterogéneos FIA sólido-líquido
Básicamente el trabajo con fases sólidas se reduce a dos tipos: generar un 
precipitado con el analito o bien introducirlo en el sistema para que funcione como 
un reactivo (reactivos o lechos inmovilizados).
1.7.2.1 Reacciones
En esencia, consisten en la posibilidad de hacer reaccionar un fármaco con un 
ión de forma que se origine un precipitado, para ello se inyecta un portador adecua­
do y se consigue la formación de un precipitado que queda retenido en un filtro, 
posteriormente se redisuelve y se envia al detector (usualmente un equipo de 
absorción atómica).
Para la determinación indirecta de clorhexidina4(ver el procedimiento
propuesto consiste en la precipitación de éste fármaco, perteneciente a la familia de 
las biguanidas, en una disolución amoniacal de cobre. Al igual que en la 
determinación anterior, el precipitado insoiuble se retiene en una unidad filtrante, 
que suele ser de teflón y se lava y redisuelve por medio de una corriente nítrica. El 
Cu(II) liberado, proporcional a la cantidad de clorhexidina Inyectada sirve de 
fundamento para la determinación por espectrofotometría de absorción atómica de 
llama.
Otro ejemplo de precipitación lo constituye la determinación de ciertos princi­
pios activos en anestésicos locales5. Estos principios activos son lidocaína, ameto- 
eaína y procaína. El precipitado se retiene en un filtro metálico y se determinó por 
espectrofotometría de absorción atómica a 240,7 nm. El límite de detección es de 
1,2 ppm y la velocidad de muestreo de 100 muestras/hora.
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Figura 1.4 Montaje FIA utilizado para la determinación indirecta de clorhexidina por precipitación con 
Cu(íi). I.portador; i l :disolución de lavado; lü:canal de ácido nítrico para la redisoluáón del preapilado; 
¡V:\mea base; Vrválvula de inyección; R:reactor; S:selector de canal; D. detector (espectrofotómetro de 
¿bsorción atómica).
Para ia determinación de ¡as sulfonamidas6 también ha sido utilizada la precipi­
tación. Se han descrito dos métodos de determinación que se basan en una precipita­
ción en flujo continuo con Ag(l) o con Cu(II), empleándose por separado. Una 
disolución de sulfonamida a pH 6,9 es bombeada continuamente y mezclada con una 
disolución de portador que contiene 200 ppm de Ag(í) o 150 ppm Cu(il). El método 
utilizando Cu(II) es más selectivo que utilizando Ag y se empleó para ¡a determina­
ción de sulfonamidas en orina.
Alternativamente, el analito puede ser determinado directamente en el precipita­
do sin su disolución previa utilizando la detección turbidimétrica. En algunos traba­
jos se han utilizado reactivos surfactantes que aseguran la estabilidad de la 
suspensión hasta su llegada al detector.
Los montajes FIA que emplean determinaciones turbidimétricas no requieren 
un lavado tras cada una de las inyecciones, debido a la inercia química de los mate­
riales, siendo suficiente un lavado tras 70 ó 100 inyecciones.
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I a<: reacciones de precipúación se han aplicado a la determinación de amitripti 
lina7, difenilhidramina8, prometacina9, etc.
1.7.2.2 Lechos r
Dada la importancia que para este trabajo tienen los lechos reactivos, se va a 
proceder a un desarrollo con más profundidad en este apartado.
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La introducción de un reactor en un sistema en continuo conlleva un cambio en 
la naturaleza de los factores que controlan el proceso químico con respecto de la 
misma reacción en un sistema homogéneo. Así, por ejemplo, no se da una alta 
dispersión de la muestra en otro u otros disolventes y¿ jue la reacción ocurre en la 
interfase sólido-líquido, donde la "concentración" del reactivo es la máxima posible. 
Otra diferencia se produce en la transferencia radial de masa, que es mucho más 
intensa en los sistemas que incorporan un reactor homogéneo, especialmente si éste 
es compacto.
REACTIVOS INMOVILIZADOS
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Figura 1.5 Proporción entre los diferentes
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Por otra parte, hay que considerar, además, otras características para decidir 
la calidad de una inmovilización usada en sistemas continuos, como son la estabili­
dad mecánica, la insolubilidad a los disolventes empleados como portadores, la 
ausencia de respuesta al detector y la posibilidad de regeneración "in situ". La vida 
media que ofrece un lecho reactivo y su comportamiento, depende de todas estas 
características.
I. 7.2.2. .2 TIPOS DE INMOVILIZACION
La mayoría de las clasificaciones que se ofrecen en la bibliografía referente a 
los distintos tipos de inmovilización de reactivos, recogen los puntos que se enume­
ran a continuación:
* Inmovilización “natural"
Se trata de aquellos sólidos insoiubles en el medio utilizado que reúnen las
características adecuadas de reactividad química, estábil'dad mecánica al flujo 
continuo y tamaño de partícula adecuado para no ocasionar problemas con las 
variaciones de presión. Entre otros casos descritos en la bibliografía, cabe destacar 
el uso: de Mn02 para la determinación de epineffina; de metales en procesos redox; 
de especies insoiubles en la modificación de electrodos de pasta de vidrio; y de 
enzimas inmovilizados en su medio biológico natural.
* Inmovilización "física o química
Se realiza sobre un soporte sólido y podemos encontrar varias modalidades:
1.- Confinamiento de la disolución por membranas microporosas.
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El reactivo queda contenido dentro de membranas. Entre otras, se ha aplicado 
esta técnica a electrodos conteniendo disolución de enzima.
2.- Adsorción física.
Esta modalidad apenas ha encontrado aplicaciones dignas de destacar hasta la 
fecha.
3.- Dispersión en gei.
Consistente en el atrapamiento físico del reactivo durante el proceso de polime­
rización que conduce a la formación de un gel. Se ha utilizado tanto para reactores 
tubulares abiertos o relíenos como para electrodos enzimáticos.
4 . -  Anclaje mediante enlace covalente.
Se utiliza para enzimas que han de ser iigados covalentemente a un soporte 
sólido. Esta última modalidad es la que ha sido utilizada en mucha mayor extensión 
que cualquier otra para su uso en flujo continuo, debido a la estabilidad relativamen­
te elevada del enlace reactivo-soporte, incluye una gran variedad de posibilidades:
- La versatilidad de estos soportes permite la inmovilización de agentes 
quelantes para la preconcentración de iones metálicos. Presenta la ventaja de la 
selectividad frente a numerosos iones metálicos, dada la formación de complejos (al 
menos bidentados) con los cationes.
- Modificación de superficies (vidrio principalmente) por silanización, 
que permite el anclaje del reactivo, utilizado por ejemplo en la inmovilización de 
enzimas.
- Electropolimerización de complejos metálicos generando película', 
insoiubles que se absorben en un conductor de primera clase.
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1.7.2.2.3. SITUACION DEL LECHO
FLUJO CONTINUO
La configuración del montaje FIA depende lógicamente de la finalidad analítica 
para la que haya sido diseñado. Por tanto, la situación así corno la longitud y diáme­
tro interno del reactor depende de cual sea su misión en el proceso analítico, así 
podemos distinguir:
* Pretratamientc de muestra
Generalmente eliminación de interferencias o de impurezas, preconcentraciones, 
ajuste del pH, e incluso una conversión generadora de muestra.
* Pretratamiento de reactivos
Dirigido a la purificación de la disolución de reactivo (resmas de intercambio 
o absorbentes) o a la generación "in situ" de reactivos inestables, como es el caso 
de reductores u oxidantes fuertes.
* Conversión de la muestra en otra especie que presente mejores características 
para su detección
Esta es la que mayor aplicación presenta en la bibliografía química.
Se han publicado trabajos con el reactor situado:
a) después de la válvula de inyecó.Siendo la disposición más frecuente.
b) en el bucle de Muestra.Esta disposición permite prolongar el tiempo de
contacto entre el analito y el reactivo sin requerir la detención de! flujo del portador.
2 3
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c) en el propio detector.Formando un sistema compacto, con excelentes
prestaciones y que se ha aplicado en electrodos químicamente modificados, detecto­
res espectrofotométricos y espectrofluor¿métricos.
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Figura 2.6 Inclusión de lechos reactivos (fase sólida) en montaje FIA.
La) Posibles situaciones del lecho según finalidad: I, pretratamiento de un reactivo; 2, pretratamiento 
de la muestra; 3,4 y 5, derivatización de la muestra.
Lb) Esquemas FIA incluyendo varios lechos reactivos en paralelo (a) y en serie (b).
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1.7.2.2.4. CONFIGURACION
Podemos considerar varias categorías bien diferenciadas:
A.- Reactores compactos
Son los reactores (packed-bed) más usados y que presentan por unidad de 
longitud una mayor carga de reactivo; además, son de construcción más sencilla. 
Como contrapartida, provocan un gran aumento de presión, de modo que sólo per­
miten caudales bajos y requieren instrumentación especialmente resistente al trabajo 
a presiones elevadas. La dispersión en estos reactores sigue los mismos modelos que 
los propuestos para las colunmas cromatográficas de separación.
Aunque hasta el presente se han descrito ecuaciones matemáticas que definen 
exactamente su comportamiento, el tratamiento teórico no es ni mucho menos sufi­
ciente. Estos reactores han sido usados en operaciones de preconcentración, separa­
ción y para la determinación de sustratos que intervienen en reacciones catalizadas 
por enzimas.
La generación de reactivos inestables es un campo de acción importante. 
Existen muchas especies oxidantes o reductoras que no se utilizan por su inestabili­
dad, aunque reúnen características para ser excelentes reactivos químicos, debido a 
que se alteran en disolución acuosa. Se han realizado algunas propuestas, por ejem­
plo, generar nitrito a partir de nitrato mediante una columna rellena de virutas de 
cinc.
• Reactores "de perlas de vidrio
Corresponden a la denominación anglosajona de "single-bead string reactors”. 
Los SBSR son una alternativa ai uso de reactores compactos al no provocar los
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problemas de presión característicos de los anteriores. Se trata de reactores rellenos 
con el reactivo inmovilizado en pequeñas esferas cuyo diámetro es crítico con 
relación al diámetro interior del tubo para proporcionar un buen mezclado sin elevar 
excesivamente la presión. Thompson y col. ofrecen una interesante comparación 
entre los reactores SBSR y los compactos mediante el trabajo con enzimas 
inmovilizados llegando a la conclusión de que, bajo determinadas circunstancias, los 
reactores SBSR pueden ser superiores a los compactos y que la relación óptima de 
tamaños que debe existir entre el diámetro del relleno y el del reactor se sitúa en 
tomo al 90%. Esta configuración se ha usado principalmente para la inmovilización 
de enzimas por enlace covalente en lechos de vidrio.
• Reactores tubulares abiertos
Los OTR ("open tubular reactors”) son otra propuesta en que se pretende 
conseguir una máxima área de contacto por unidad de longitud evitando así mismo 
elevadas sobrepresiones. Consisten en una disposición del agente inmovilizado como 
una segunda película, de mayor o menor espesor, en el tubo hueco que se utiliza 
como conducto. Como en el caso anterior, se ha utilizado sobre todo con enzimas. 
Han sido propuestos distintos tipos de OTR:
1) Enzimas directamente anclados sob Cons­
tituyeron la primera modalidad de inmovilización de este tipo.
2) Gel en forma de película anulr.En el que el enzima queda disperso en el
gel. Son propuestos por Horvath y Peterson, quienes además publican distintos 
artículos donde se exponen los efectos fundamentales de estos reactores.
3) Reactores con la superficie ampliada
tes). Tras un tratamiento especial de la superficie de vidrio, el enzima se inmoviliza
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eovalentemente. Se pueden considerar semejantes a los anulares, pero la capa enzi- 
mática depositada es considerablemente más delgada y se favorecen más los procesos 
de difusión. No se han utilizado debido a la fragilidad que hasta ahora presentan los 
"bigotes" a la acción continuada del flujo.
4) Reactores con partículas de vidrio
mente a las paredes plásticas del tubo (CPGEstos se construyen fácilmente por
calentamiento hasta temperatura de fusión del tubo de plástico utilizado, el cual se 
ha rellenado con CPGC, procediendo, una vez frío, a eliminar del tubo aquellos 
trozos que no han quedado fijados. Sobre la superficie interior del tubo quedan 
anclados, eovalentemente, los enzimas.
En sistemas FIA, la inmovilización es, con mucho, la técnica más utilizada; 
ésta ofrece la posibilidad de usar reactivos extremadamente selectivos pero caros, 
consiguiendo un importante ahorro económico y excelente sensibilidad. Ultimamente 
se han acoplado las reacciones enzimáticas con la detección bio y quimioluminiscente 
consiguiendo, de esta forma, una ampliación mayor de la sensibilidad. La incorpora­
ción de los reactivos con enzimas se realiza en los sistemas con distintas modalida­
des: un solo reactor en serie, varios dispuestos en paralelo o integrados en el propio 
sistema de detección.
8.- Reactores heterogéneos integrados en sistemas de detección
Incorporan en su solo componente el detector y el reactor, con las ventajas que 
esto puede aportar, tales como la posibilidad de determinar productos inestables, 
tener sistemas extraordinariamente rápido;, permitir la miniaturización de los siste­
mas e incrementar la sensibilidad, ya que no existe dispersión del producto a cuanti- 
ficar en su camino hacia el detector. Sin embargo, se requiere un alto rendimiento 
en la conversión para detectar bajas concentraciones.
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También se han realizado otros acoplamientos con diferentes detectores, espe­
cialmente electroquímicos. Los electrodos se utilizan tanto en métodos potenciométri- 
cos como amperométricos, principalmente para la determinación de sustratos involu­
crados en reacciones de catálisis enzimática (sensores enzimáticos), pero además, se 
pueden determinar otros compuestos mediante electrodos con la superficie modifica­
da, como por ejemplo el ácido oxálico y algunos a-cetoácidos.
A modo de conclusión, podemos señalar que el futuro de los sistemas FIA- 
reactivos inmovilizados es de esperar que se desarrolle en diferentes direcciones. 
Hasta ahora los trabajos relacionados en este campo se han realizado con gran éxito. 
De esta manera, se han determinado principios activos tales como, glicina, prometa- 
cina, etc.
Ya hemos visto Sos métodos más utilizados para la separación y reacción de los 
principios activos que componen un medicamento. La última parte física del análisis 
corresponde al sistema de detección que se va a utilizar, que es el que en última 
instancia, nos proporciona los datos que nosotros podemos traducir para la inter­
pretación correcta del análisis.
1.8 METODOS DE DETECCION
1.8.1 Espectrofotometría UV-visible
Como ya se poma de manifiesto en el gráfico son los detectores más utilizados 
debido a su gran versatilidad, sobre todo en el campo de los fármacos, aunque 
también se ha de reconocer que precisamente el análisis de formulaciones farmacéu­
ticas con estos detectores presenta el inconveniente de la pequeña selectividad. Este
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se puede resolver, en la mayoría de los casos, con una derivatización del proceso. 
El análisis por inyección en flujo se puede acoplar perfectamente a un espectrofotó­
metro para efectuar cualquier tipo de reacción: oxidación, reducción, formación de 
pares iónicos, complejaciones, fotodegradaciones, catálisis enzimáticas, etc.
El uso de enzimas, en disolución o inmovilizadas, ha sido descrito con especial 
importancia en el estudio de factores clínicos, siendo la glucosa el analito más fre­
cuentemente determinado. Stults et al.10han propuesto un sistema en flujo continuo 
para el desarrollo y optimización dt la determinación de glucosa mediante la reac­
ción modificada de Trinder.
El análisis por inyección en flujo es una técnica muy adecuada para la determi­
nación de preparados farmacéuticos basados en ia formación de pares iónicos, reali­
zando posteriormente una extracción líquida de ésta asociación. La extracción se 
realiza con un surfactante no iónico o con la alternativa de la detección turbidimétri-
Martínez et al.uhan presentado un estudio fotométrico del sistema clorhexidi-
na/verde de bromocresoí/triton X-100. El mismo analito ha sido analizado usando 
una detección turbidimétrica, con ayuda de azul de timol.
Los mismos autores12, también han trabajado con detección turbidimétrica en 
la determinación de levamisol en NemanthelR (un fármaco de uso veterinario), así 
como en otros trabajos tales como con fenformin13, difenhidramina14 y prometacina15 
que revelaron que la asociación FIA-turbidimetría es simple, rápida y barata, adecua­
da para un control rutinario de productos farmacéuticos.
Un tercer gran grupo de métodos espectrofotoméíricos incluye las reacciones 
de oxidación utilizadas para posteriores determinaciones. Van Opstal 16 combi­
naron una derivatización electroquímica en serie (electrodo y potenciómetro) con
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detección espectrofotométriea (de fila de diodos) en un sistema de inyección en flujo. 
Unicamente las sustancias electroactivas dieron productos de oxidación electrogéni- 
cos con características de absorción susceptibles para una determinación selectiva.
El sistema se aplicó al análisis de tenoposide y etoposide (agentes neoplásicos) 
en muestras biológicas y plasma. Las muestras requieren pretratamiento (extracción, 
centrifugación, evaporación y disolución con el disolvente utilizado corno portador) 
antes de ser inyectado en el sistema.
El potasio hexacianoférrato(III) usado para la determinación de isoprenalina 
parece el agente oxidante más adecuado para este tipo de drogas17.
La determinación de paracetamol18 fue acompañada de la inyección del analito 
en una disolución de hexacianoferrato(IÍI) en medio amoníaco. El producto oxidado 
se hizo confluir con fenol para dar un producto final de color azul. Ambas reaccio­
nes tuvieron lugar a 80°C, temperatura adecuada para favorecer la reacción.
Posteriormente, han aparecido trabajos realizados en el mismo laboratorio 
inmovilizando potasio hexacianoferrato(III) en una resina de intercambio aniónico 
para simplificar el montaje FIA y aumentar la sensibilidad y la velocidad de mues- 
treo. Uno de los cuales19 ha utilizado como reactivo el fenol obteniendo una veloci­
dad de muestreo dos veces mayor que la conseguida con el potasio hexacianoferrato- 
(III) en disolución.
Koupparis et a i20describen un método FIA para determinación de paracetamol
usando como agente oxidante Fe(III). Posteriormente el Fe(II) producido es comple- 
jado con 2,4,6,tripiridil-S-triazina. El método resulta rápido y aplicable a comprimi­
dos, cápsulas y elixires.
Otros autores21 han demostrado la utilidad de las pseudo-valoraciones espectro- 
fotométricas. Uno de los procedimientos observados fue la valoración redox en un
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montaje FIA de ácido ascórbico y su aplicación a la determinación en preparados 
farmacéuticos, siendo los resultados comparables a los obtenidos por los métodos 
clásicos de valoración.
El ácido ascórbico también ha sido determinado por Lázaro mediante
una pseudo-valoración usando cloramina T y un indicador^ecuado. Los mismos 
autores23 han aplicado este sistema de determinación al ácido ascórbico en muestras 
de orina comparando los resultados con una técnica convencional de valoración, 
siendo el error mínimo del 4,6%.
El desarrollo de métodos cuantitativos de multicomponentes es de gran interés 
en el campo farmacéutico. Blanco et al?*han descrito la introducción de un detector 
de fila de diodos en un sistema de análisis por inyección en flujo para varios analitos 
usando espectros normales y derivados. Este sistema permite resolver mezclas de 
dos, tres o cuatro componentes, cuyos espectros podían aparecer solapados. El 
método se ha aplicado a la determinación de cuatro principios activos en comprimi­
dos de NethaprinR usando el espectro de la tercera derivada, en el intervalo 214-290
Algunos compuestos tales como sulfito sódico e hidrógeno peróxido aparecen 
como componentes en muchos preparados farmacéuticos. Un método descrito25 em­
plea sulfito sódico para reaccionar con disulñiros orgánicos, en concreto, el cromó- 
foro tiol fue usado para la determinación de ambos en muestras sintéticas. La deter­
minación FIA del sulfito y el método iónico cromatográííco fueron contrastados con 
el método iónico clásico obteniendo excelentes resultados.
Existen en la literatura sistemas para el análisis de diferentes fármacos como 
el presentado por Bloomfield et al para la determinación del estibogluconato sódico26 
y del clorocresol27 presentes en una formulación antiparasitaria para el tratamiento
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de la ¡eismaniosis. Este caso de análisis conjunto de dos principios activos se resuel­
ve, haciendo reaccionar al primero con antimonio pentavalente que con iodo se 
reduce produciéndose Sb(III) e I2. Este último es el que se determina indirectamente 
y el segundo se determina gracias a la reacción de Liebermann donde el analito 
reacciona con HN02, generándose nitroderivadcs muy coloreados que se conducen 
hacia el espectrofotómetro.
Figura / . 7 Montaje FIA utilizado para la determinación >ie estibogluconato sódico (A) y dorocresoi (B) 
mediante detección espectrofotométrica UV~visible. (A) RltKJ; R2:áado sutfuñco; {B) R^agua; R2:HN02; 
M:muestra; D detector, un espectrofotómetro UV-visibíe; R.registrador.
Otro método descrito es la determinación de clonazepam, descrito por Hernán­
dez et al.2*donde se proponen dos sistemas de detección alternados, la voltametría 
y la absorción UV-vis como un sistema FIA-multidetección.
Otros ejemplos de determinación indirecta los encontramos para el bromo; se 
ha utilizado la reacción cloramina T-rojo fenol29, capaz de detectar las sales de 
bromo o los bromohidratos de las bases débiles que vienen en las formulaciones de 
muchas drogas.
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Dentro de este apaitado hay que destacar las determinaciones espectrofotométri- 
cas de muchos principios activos de uso común en formulaciones farmacéuticas, 
algunas de ellas pertenecientes a la familia de las benzodiacepinas30, otros tales como 
cafeína31,32, codeína33,34 y emetina35.
1.8.1 Métodos fíuorimétricos
Son los segundos en cuanto al volumen de uso que se hace de ellos. Como 
característica cabe resaltar una mayor sensibilidad y selectividad en el análisis ya que 
no todos los componentes presentan fluorescencia, ellos mismos per se, sus metabo- 
litos o bien sus productos de derivatización.
La literatura química aporta muchos procedimientos experimentales basados en 
la fluorescencia de productos generados por reactivos oxidantes. Existen ejemplos 
concretos como la utilización del Ce(IV) como agente oxidante aprovechando la 
fluorescencia de su producto de reducción, Ce(III), que se libera tras ia reacción 
redox. Se ha utilizado para la determinación de captopril36, difenhidramina37, prome- 
tacina38. Este último fármaco y todos ios de su familia (fenotiazinas) se pueden deter­
minar por espectrofotometría üV-vis ya que su oxidación desarrolla un compuesto 
de color rojo además de ser fluorescente (ver
Un inconveniente de los métodos fíuorimétricos convencionales puede presen­
tarlo la inestabilidad o la poca duración del producto fluorescente, pero el fundamen­
to del montaje FIA, basado en la medición de un producto de reacción a un tiempo 
fijo, perfectamente controlado, no origina ningún tipo de inconvenientes cuando el 
producto que se mide no es estable en el tiempo.
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Figura 1.8 Montaje FÍA utilizado para la determinación de prometacina mediante fino rime tría. P .porta­
dor; M.muestra de prometacina; R;reactor de Ce(JV); D.detector; R.registrador.
Otro fármaco susceptible de ser determinado espectrofotométrica y fluorimétri- 
camente es el proflavin-(3,diamino-acridina)39. Ambas devociones se realizan de 
manera directa gracias a un sistema FIA.
La vitamina B6 y algunos derivados fiieron estudiados por Linares et al.40 quien 
propuso una determinación secuencial y simultánea, sin separación de piridoxal y 
piridoxal-5-fosfato. El método se basa en la oxidación de los analitos en presencia 
de cianuros. La base del método secuencial es la dependencia del pH máximo de la 
señal de fluorescencia. La determinación simultánea se realiza haciendo pasar la 
muestra por distintos reactores situados en el montaje FIA. La muestra es inyectada 
en una disolución de cianuro que confluye con un tampón adecuado.
Kusube et al.*'1 recomendaron un sistema FIA que incluye una celda electrolítica 
para la oxidación electroquímica de tiamina que origina un producto muy fluores­
cente.
El ión Cu(II) cataliza la autoxidación de di-2-piridilcetohidrazona y fenil-2- 
piridilcetohidrazona (PPKH) originando productos muy fluorescentes.
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Mori y Natsume42 han encontrado que el complejo Cu(II)-aminoácidos produce 
una oxidación fluorogénica. Basándose en este descubrimiento, los autores han desa­
rrollado en flujo continuo un procedimiento en el cual la muestra se inserta junto al 
lampón fosfato, confluyendo con una disolución de PPKH a una temperatura de 
25°C. Dicho procedimiento ha utilizado para la determinación de histidina y compo­
nentes de aminoácidos.
El estudio individual y simultáneo de dos compuestos biológicos, cisteína y 
glicina, frecuentemente usados en preparados farmacéuticos, es posible con un 
sistema FIA de doble canal. La determinación individual se basa en la reacción con 
ftaldehído en medio alcalino y la presencia de un reductor como 2-mercaptoetano! 
que origina productos fluorescentes. La diferenciación de ambos compuestos se basa 
en la gran fluorescencia desarrollada por la cisteína cuando es oxidada a ácido 
cisteíco43.
El acoplamiento de la técnica FIA a la fíuorimetria ha permitido la determina­
ción de isoniazida oxidando el analito con hidrógeno peróxido44. La oxidación origi­
na un producto fluorescente y el Cu(II) se revela como un buen catalizador.
Dentro de la detección espectrofluorimétrica no podíamos dejar de citar la 
incorporación de reacciones fotoquímicas a la metodología FIA para generar especies 
fluorescentes.
La luz como reactivo presenta ventajas como su rapidez, bajo costo y selectivi­
dad. E! reactivo luz varía la selectividad, variando la longitud de onda de irradiación 
y además no provoca interferencias en la detección. La utilización de lámparas 
ofrece la posibilidad de simplificar los sistemas, además de ser más rápidos y econó­
micos, también se ha de tener en cuenta que numerosos fármacos, por ser fotosensi­
bles pueden analizarse por irradiación, como le ocurre a la clorpromacina45 que es 
inestable fotoquímicamente; expuesta a ia luz del UV lejano de una lámpara de Hg
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se descompone hasta la forma sulfona en condiciones extremas, además la fluores­
cencia de los productos de degradación resulta ser mayor que la de la fenotiacina 
original lo cual deriva en un método analítico que determina la intensidad de la 
fluorescencia de los productos de oxidación después de haber irradiado el fármaco.
B
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Figura 1.9 Montaje FIA para la determinación ñuorimétrica de clorpromacina, después de una reacción 
fotoquímica. P.portador (HCl); M:muestra; L.lámpara germicida; D.detector; R.registrador.
La prometacina46 que también hemos nombrado anteriormente, le ocurre algo 
similar, por lo que se ha diseñado un montaje FIA sencillo para la determinación 
analítica de sus productos de oxidación, que son de mayor sensibilidad que el pro­
ducto nativo. Ambos medicamentos, clorpromacina y prometacina se pueden deter­
minar secuencialmente mediante un espectrofluorímetro47.
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ENTRA
1.8.3 Qoimloluminiscencia
La metodología en flujo continuo, constituye un avance en las aplicaciones 
analíticas de la quimioluminiscencia. Utilizando una celda de flujo continuo, la 
disminución en la concentración de reactivos debido al avance de la reacción, se 
compensa con la entrada de nuevos reactivos. De este modo, la intensidad emitida 
se mantiene constante.
Hay un cierto número de trabajos en la producción de quimioiumiscencia por 
oxidación directa del fármaco con oxidantes fuertes. El permanganato potásico, en 
medio ácido se ha propuesto para la determinación de morfina48 y de clorhidrato de 
buprenorfina49. El medicamento inyectado en una disolución ácida de ácido fosfóri­
co, confluye con la disolución del oxidante. En la familia de las benzodiacepinas, 
sólo el loprazolam resultó ser quimioluniiniscente por la acción del permanganato 
en medio ácido50 sin que aparentemente haya razones estructurales que justi* “en 
este comportamiento diferente del resto de o t os miembros del grupo.
SAUÜA
Figura LIO Celda utilizada para u . sistema FIA-quimaíumnscencia.
En otros casos, el permanganato en medio ácido ortofosfórico oxida la morfina 
al dímero, pseudomorfina, la muestra se inserta en el canal del ácido portador (pH
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1,2) y éste confluye con la disolución oxidante (6x10"4 M permanganato potásico). 
Tanto la concentración del ácido como la del oxidante son parámetros muy influyen­
tes en la intensidad de luz emitida (ver Figur
Posibilidades analíticas de la olización de este acoplamiento podemos tenerías 
en el flujo detenido de las muestras y productos confluyentes y en la utilización de 
reactivos sólidos o inmovilizados, donde se elimina el canal a través dei cual debía 
circular e! reactivo que ahora está "inmovilizado". Un ejemplo lo constituye la inmo­
vilización del luminol covalentemente sobre vidrio de tamaño de poro controlado.
Figura 1.11 Montaje FIA para la determinación de morfina mediante quimioluminiscencia. V. válvula 
donde se inyecta la disolución de morfina; F:portador (pH:L2). R:permanganto potásico 6x1 O^M); 
D.detector; R.registrador.
Los aminoácidos y las aminas primarias también han sido objeto de análisis 
debido a la posibilidad de generar quimioluminiscencia. Para la determinación de 
tiamina se ha encontrado como reactivo adecuado el hexacianoferrato (III) potásico 
en medio alcalino. Un procedimiento similar se ha puesto a punto para la determina­
ción de paracetamol con Ce(IV), en medio 4M de ácido perclórico, y para determi­
nar isoniazida con N-bromosuccinimida.
Antecedentes
Quizás sea la determinación de tetraciclinas donde la determinación FIA-qui- 
mioluminiscencia ha recibido mayor esfuerzo. La determinación de clorhidrato de 
tetraciclina se lleva a cabo en medio acuoso, a pH tamponado a 10,4 con carbonato, 
por medio de la reacción con bromo51 . Otros oxidantes ensayados distintos al bro­
mo, han sido hipoclorito sódico a pH 10,0; y permanganato en medio ácido poíifos- 
fórico. Ambos oxidantes son efectivos pero mucho menos que el iodo. No se en­
cuentra acción sobre el fármaco con los oxidantes periodato potásico o agua oxigena­
da, este incluso en presencia de peroxidasa. Dado que la estructura de la tetraciclina 
presenta numerosos puntos donde se pueden complejar por quelación iones metáli­
cos, la presencia de alguno de ellos podría dar lugar a variaciones en la intensidad 
de luz emitida. Los resultados experimentales indican que la presencia de ión férrico 
produce un incremento del 144%, en todos los demás casos, la presencia de iones 
metálicos se traduce en una disminución de intensidad, llegando en el caso de! 
aluminio a solo m  11%.
Otro artículo pone a punto la determinación de tetraciclinas después de su 
degradación en medio básico por reacción con lucigenina. o con hexacianoferrato 
(III) en el medio ácido.
La popularización de la quimioluminiscencia pasa por encontrara nuevas reac­
ciones con el analito que produzcan emisión de luz; los sistemas clásicos basados en 
el luminol y algún otro reactivo no es factible que den mayor número de aplicacio­
nes. El encontrar nuevas reacciones supone un esfuerzo experimental considerable 
ensayando numerosos oxidantes (y reductores) en muy diferentes condiciones experi­
mentales. Oxidantes típicos son: H20 2, CIO', Ce(TV), Mn04‘; con la posibilidad de 
introducir catalizadores.
La reacción del luminol para generar 3-aminofitalato está catalizada por diferen­
tes iones metálicos (Co, Cu o Fe) o por enzimas (peroxidasa, microperoxidasa y
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mieloperoxidasa). La acción catalítica de los iones metálicos puede ser inhibida por 
la presencia de agentes complejantes, como citrato, EDTA, aminoácidos, etc.; y, 
como resultado de esta inhibición se suprime el aumento de quimioluminiscencia que 
debe producir el luminol en presencia de uno de aquellos iones metálicos. Este 
mecanismo ha sido utilizado para la determinación de fármacos como algunos ami­
noácidos u otros conteniendo el grupo tiol.
Esta acción inhibidora, usando como catalizador el Cu(II), se ha propuesto para 
determinar fármacos conteniendo el grupo tiol y e! aminoácido cisteína52. El fármaco 
se inyecta en una corriente de luminol, pH ajustado a 10,4, que confluye con la 
disolución de Cu(II); la mezcla resultante confluye posteriormente con la disolución 
de peróxido de hidrógeno. De esta forma, se genera igualmente una señal negativa; 
la relación entre intensidad de emisión y concentración de cobre (luminol 5xlO‘J M 
y H A  102 M) es lineal en el intervalo óxlO"6 a 10+ M (es decir, 0,3-6,3 ppm de 
Cu(II)).
La determinación de prometazina se basa en la inhibición del sistema luminol- 
peróxido de hidrógeno-cromo(III) en medio alcalino de pH 10,5 y concentración 
0,01 M para el agua oxigenada. Se eligió el Cr(III) después de comparar su compor­
tamiento con otros cuatro iones metálicos Ni(II), Mn(II), Fe(II) y Cu(II). El método 
es aplicables en el intervalo 3xl0'9 - lxlO'3 M de fármaco con una desviación están­
dar de 1,3 % y se aplica a la determinación de prometazina en diferentes formulacio­
nes diferentes: comprimidos, expectorantes y jarabes.
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l.8,4 Métodos de absorción atómica
La aplicación de estos detectores ai análisis de fármacos se realiza mediante 
determinaciones indirectas. El proceso básicamente consiste en cuantificar la cantidad 
de elemento metálico que ha reaccionado con una determinada cantidad de fármaco, 
de manera indirecta se cuantiííca el medicamento analizado. Tiene esta técnica un 
amplio abanico de posibilidades, algunas de ellas son las siguientes; formación de 
complejos solubles fármaco-ión metálico; reacciones redox entre un medicamento 
y un oxidante del tipo del dióxido de manganeso o de plomo; productos de reducción 
con un metal y, por último, formación de pares iónicos o complejos insolubles con 
iones metálicos.
Un ejemplo lo constituye la determinación de bromazepam53 mediante extrac­
ción líquido-líquido. Una disolución metanólica del principio activo se hace confluir 
con un portador que contiene Cu(II) en disolución. El par iónico formado se extrae 
con isobutilmetilcetona y la fase orgánica se conduce junto con ¡a muestra para ser 
determinada mediante espectrofotometría de absorción atómica de llama.
La determinación de cloramfenicol54 se ha realizado previa reducción del fárma­
co. Se inserta en una corriente acuosa de portador, pasándose a continuación a través 
de una columna reductora de Zn y de Cd donde se reduce el grupo N 02. El cloram- 
fenicol se determina en un intervalo de 2-30 ppm con una velocidad de muestreo de 
150 muestras/hora. Los límites de detección obtenidos varían según la columna 
reductora siendo de 0,7 y 1,3 ppm para el Zn y Cd respectivamente. El método se 
aplica a cápsulas, comprimidos, suspensiones orales y colirios.
Es de destacar el acoplamiento de la espectrofotometría de absorción atómica 
de llama a sistemas FIA conectados a bombas de alta presión. Es el caso de la 
determinación indirecta de glicina55. Una muestra de éste aminoácido se inyectó en
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una corriente de portador, haciéndose pasar a través de un lecho reactivo de Cu- 
CO3.Cu(OH)2.10H2O. El flujo conteniendo el complejo Cu-glicina llega a un detector 
de absorción atómica de llama donde se determina el Cu a una longitud de onda de 
324,8 nm. Parámetros importantes para ia columna de alta presión son; pH, tempe­
ratura, volumen de muestra, flujo y dimensiones de la columna. El método se aplica 
directamente a productos farmacéuticos.
Sólo se citan, por estar ya incluidas dentro del apartado de precipitación, las 
determinaciones correspondientes a principios activos tales como clorhexidina, 
amitripitilina, difenilhidracina y prometacina que utilizan como sistema de detección 
la espectrofotometría de absorción atómica.
1.8.5 Detección electroquímica
En los análisis farmacéuticos y biomédicos, los detectores que más proliferan 
son los ya vistos, espectrofctométricos y fluorimétricos, pero hay otro sector que 
utiliza la detección electroquímica. Las ventajas que presenta esta detección son la 
elevada sensibilidad, selectividad, economía y respuesta lineal en un amplio intervalo 
de concentraciones.
La fusión de la detección electroquímica con un montaje FÍA da lugar a un 
sistema heterogéneo donde el analito o derivado, es arrastrado por el flujo continué 
sobre la superficie del electrodo, con lo cual además de las características anterior­
mente citadas, el interés del par FIA-electroanálisis también viene dado por la incor­
poración de electrodos selectivos, miniaturización de electrodos y el reciente desarro­
llo de detectores potenciométricos multi-iónicos basados en transistores sensibles al 
campo iónico.
Electrodo 
interno -
M embrana
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La aplicación de la técnica FIA permite que con pequeños volúmenes de mues­
tra se puedan determinar unas pocas ppb de analito, estos volúmenes tan pequeños 
además permiten tiempos de residencia muy cortos y la pequeña residencia reduce 
los problemas de absorción en el electrodo alargando la vida útil del sensor.
Figura 1.12 Detalle esquemático de algunos modelos de celdas electroquímicas para su uso en montajes 
FIA.
Dentro de los métodos electroquímicos para análisis cabe destacar
1.8.5.1 Detectores volt&méiñcos
Existen ejemplos en la literatura de determinaciones de medicamentos realizadas 
con este sistema de detección. Wang y Freiha56 han demostrado que la adsor- 
ción/preconcentración se pueden aprovechar y adaptar para el uso en un sistema 
FIA. El fármaco utilizado como modelo ha sido la clorpromacina y la determinación 
ha sido válida en presencia de especies, de hasta 100 veces su concentración, con
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un potencial redox similar. El electrodo de trabajo tiene una superficie geométrica 
de 0,071 cin2 y la pasta de carbón se prepara mezclando manualmente grafito y 
aceite de nujol. ES electrodo de referencia es de Ag/AgCl y el pico de oxidación se 
obtiene con 0,75v. Es posible la determinación del fármaco en orina por inyección 
directa de la muestra y no es necesario un tratamiento preliminar.
El bromo es reducido a bromuro y puede ser monito zade voltamétricamente 
mediante un electrodo de platino y cuantificado en un sistema de flujo continuo. Este 
aspecto ha sido considerado en un trabajo publicado por Fogg para la deter­
minación de fenol, anilina, aspirina e isoniazida en un montaje monocanaí de gran 
sencillez, con un detector consistente en una celda que contiene un eletrodo de 
carbón vitreo. Como método alternativo se propone la realización de inyecciones de 
disoluciones de Br2, con el analito dentro del portador, midiéndose el exceso de 
reactivo sin reaccionar.
L. Hernández et aí.5Shan incluido un electrodo de carbón vitreo en el detector
que se utilizó para la determinación de nitrazepam y fluniíracepam. El montaje FIA 
es un sistema monocanaí en el cual la muestra es directamente inyectada en la co­
rriente de portador. Los resultados han sido comparables a los obtenidos mediante 
polarografía de pulso diferencial.
Un artícif con un sistema FIA similar al descrito anteriormente, con el mismo 
portador y utilizando una celda electroanalítica de las mismas características, fue 
usado para determinar clonazep-m en muestras de orina59. En este caso, el detector 
empleado fue uv-vis.
Otro ejemplo concreto de la detección voltamétrica es la determinación de 
dopamina-A, adrenalina-A y amoxicilina60. Se basa principalmente en que la célula 
tiene una simetría geométrica en la dirección radial entre el electrodo y el contador.
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Esta detección no solo se acopló a FIA sino también a HPLC, lográndose alcanzar 
límites de detección muy bajos.
En un artículo publicado a continuación por los mismos autores, se presentaban 
una voitametría acoplada a un sistema de flujo detenido61. Los productos de la elec­
trólisis inicial son atrapados en los poros del electrodo mediante detección del flujo 
capaz de formar las bases de la determinación de especies electrolizadas reversibles 
en presencia de una que no sea reversible. Esta técnica requiere que el proceso de 
transferencia electrónica para el analito sea electroquímicamente reversible o quasire- 
versibíe porque la señal cuantitativa se deriva de una secuencia de oxidación o 
reducción seguida del proceso contrario para volver a la especie original. El sistema 
dopamina/ácido ascórbico fue seleccionado por los autores para demostrar la efecti­
vidad del flujo detenido ya que la presencia de grandes cantidades de ácido ascórbico 
es la mayor interferencia en la detección directa de catecolaminas.
La electrcdeposición de partículas de platino en una película de polímero pro­
porciona electrodos más estables que otros en los cuales el platino se dispersa en la 
superficie del carbón62. El electrodo combina ¡as propiedades electrocatalíticas del 
platino con ia estabilidad de la película del polímero y ha sido utilizada para la 
determinación de H20 2.
1.8.5.2 Detectores potenciométñcos
Se ha determinado de esta manera el ácido salicílico 63 donde el analito es sepa­
rado en una membrana dializadora como ión salicilaío y posteriormente es eluído 
hacia el electrodo.
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Las penicilinas G y V* se han determinado mediante detección potenciométrica 
de la disminución de pH provocada por la reacción de la penicilinasa, inmovilizada 
sobre esferitas de vidrio y catalizando el cambio desde penicilina hasta ácido peni- 
cilánico con una disminución del pH de la muestra, parámetro que es detectado por 
el potenciómetro. El artículo discute la designación de ía inmovilización en la super­
ficie del vidrio vía glutaraldehído. El procedimiento experimental resulta muy senci­
llo.
La determinación de meprobamato se ha realizado usando un eletrodo selectivo 
de amoníaco en un sistema de análisis por inyección en flujo. El meprobamato se 
ministra oralmente en pastillas. Una muestra de esta formulación farmacéutica es 
hidrolizada gracias a un sistema de reflujo y posteriormente es tratada en medio bási­
co. Una vez preparada la muestra es introducida en un sistema FIA y el electrodo 
sensible de NH, es el encargado de detectar el amoníaco que se desprende en la 
adición de NaOH a la disolución del principio activo. Resulta ser un método rápido 
y muy adecuado.
En otro trabajo en el que también se ha utilizado la combinación FIA-detección 
potenciométrica es ía determinación de fenol6'. Para ello se sitúan en el detector dos 
electrodos en serie; ei primero de Br, y el segundo de Pt, que miden los diferentes 
cambios de potencial desde ei estado inicial hasta que se produce la bromación del 
fenol.
Existe un estudio de la difusión gaseosa en un sistema FIA para la determina­
ción de etariol66. Las muestras se inyectan en una corriente de portador que está 
conectada a una unidad de difusión gaseosa, compuesta de polipropileno y una 
membrana ce silicona, que se mantiene a 30°C. El vapor se difundió a través de la 
membrana hasta la corriente dirigida al reactor enzimático que contiene alcohol 
oxidasa inmovilizada (mediante el método del glutaraldehído) en un reactor de vi­
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drio. La detección electroquímica se realiza sobre el H30 2 resultante mediante un 
electrodo de Pt a 700 mV.
En un trabajo se presentan electrodos selectivos tubulares construidos usando 
membranas preparadas con tetra{2-clorofenil)borato disuelto en una disolución de 
éter o-nitrofenol e inmovilizada con PVC. Los detectores tubulares han sido usados 
en un sistema de doble canal para la determinación de vitaminas B, y B6 en prepara­
dos farmacéuticos67.
1.8.5.3 Detectores amperométricos
Existen numerosos trabajos de recopilación presentados por Aoki en el
que se tratan combinaciones de enzimas inmovilizados y de detectores amperomé­
tricos que proporcionan una detección muy selectiva con ayuda del análisis por 
inyección en flujo. Se utilizaron como enzimas inmovilizados, deshidrogenasas, 
oxidasas y peroxidasas junto con unos electrodos sobre los cuales puede seguirse 
selectivamente el proceso de reacción de los enzimas.
Es de destacar la determinación directa de isoniazida69 en presencia de otros 
fármacos en formulaciones farmacéuticas tras oxidación sobre un electrodo de carbón 
vitreo. Por amperometría de impulsos se han determinado glucosa, sorbitol y saca­
rosa en disolución alcalina en unas concentraciones inferiores a mM.
Se describe un sistema de análisis en flujo continuo que contiene un detector 
amperométrico en combinación con un electrodo de carbón vitreo de Ag-AgCl con 
un electrodo auxiliar de acero y hierro70. Se utiliza para realizar un inmunoensayo 
en antígenos de ratón IgG. La disolución de referencia IgG se incuba a Ta ambiente
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adicionándose fosfatasa alcalina a la solución. Una vez preparada se lleva todo al 
sistema FIA para monitorizar las señales. El límite de detección llega hasta 0,24 nM.
ww
Figura 1.13 Montaje FIA propuesto para la determinación amoerométrica de fenol, anilina, aspirina e 
isoniazida. P.portador (KBr04 y KBr); M.muestra disuelta en HCl; V:válvula de inyección; R¡ reactor en 
un baño iermosiatado a 70°C; R::reactor; D.detector.
La determinación amperométrica en un sistema FIA de isoniazida ha sido 
llevada a cabo por Shah et al.ny el método se basa en la oxidación electroquímica 
de un electrodo de carbón vitreo a 825 mv. La alta selectividad presentada por el 
método puede permitir la determinación de isoniazida en presencia de otros princi­
pios activos contenidos en preparados farmacéuticos.
Un electrodo enzimático ha sido propuesto por Jonsson El electrodo esta 
constituido por glucosa oxidasa sobre grafito y una capa de Pd-Au cubriendo la 
superficie. Este sistema para ¡a determinación de glucosa se completa con un electro­
do de referencia Ag/AgCl y un contador de Pt. La optimización de procedimiento 
se realizó con una disolución 0,1 M de fosfato a pH 5-6 como portador.
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La detección de glucosa, sorbitol y sacarosa se ha llevado a cabo de forma 
amperométrica con la inclusión de electrodos de oro en disolución alcalina. Esta 
detección no solo se ha aplicado a sistemas en flujo continuo sino también a croma­
tografía líquida.
Se han descrito dos trabajos para la determinación de ácido ascórbico basados 
en la actividad catalítica de la enzima inmovilizada o en disolución. Uchiyama 
al.1' han usado zumo de pepino como portador en la determinación de L-ascorbato. 
La alta actividad de la L-ascorbato oxidasa en el portador ha permitido su reutiliza­
ción durante 8 días. El oxígeno consumido por la enzima en la reacción se ve com­
pensada espontáneamente a partir del aire contenido en el zumo de pepino, el cual 
está conectado entre el electrodo de oxígeno y el inyector de la muestra. Este proce­
dimiento no incluye la purificación del enzima y la actividad de otra enzima, también 
puede estar presente en el portador. De otra manera, como los componentes de! 
portador no resultan costosos y son fácilmente asequibles, el resultado es un método 
de determinación rápido y de un bajo costo económico.
El uso de reactores de enzimas inmovilizadas ha sido ap'icado a ¡a determina­
ción de ácido ascórbico en tejido cerebral con catecolaminas y sus metabolitos tam­
bién están presentes en !a muestra7*.
El pretratamiento electroquímico de electrodos de fibra de carbón es requerido 
cuando se realiza conjuntamente la determinación de ácido ascórbico y dopamina75. 
Se utiliza en esta determinación un electrodo de Hg sin que sea necesaria la desoxi­
genación del eluyente. Se ha tenido que estudiar la interferencia del cloruro, el cual 
reacciona con el electrodo de mercurio formando HgCU.
Existen numerosos artículos donde se describe la determinación amperométrica 
de nitroñirantoína76; algunos a partir de electrodos de carbón vitreo y otros con elec-
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trodos de mercurio77. Destaca dentro de esta línea el trabajo de Foog y Ghawji que 
ilustra la determinación de nitrofurantoína y acetazolamina en comprimidos.
La acumulación controlada interfacial de diltiazem78 en un electrodo de mercu­
rio durante 3 minutos, utilizado como pretratamiento, da como resultado una detec­
ción voltamétrica que alcanza bajos contenidos en fármaco. La respuesta anódica del 
mismo fármaco con un electrodo de carbón vitreo es explotada para una detección 
amperomética sensible en corrientes de flujo.
Bel al y Anderson79 han presentado el uso de un electrodo compuesto de Kel-F- 
grafíto como detector amperométrico que permite la determinación de ergonovina 
en comprimidos.
Los electrodos basados en el uso de! cartón han sido utilizados para la determi­
nación de glucosa. El número de trabajos publicados con glucosa es muy iarp- 
muchos de ellos basados en actividades enzimáticas y detección amperométric 
uno de ellos80, el electrodo de glucosa es preparado con el enzima cova!enteií’..iu, 
acoplado a fibra de cartón activado con dicarboimida. La selección de ía ''Ora de 
carbono como soporte material se ha basado en su área de superficie y ongkud.
La determinación simultánea de sacarosa y glucosa en mezclas es llevada a 
en un sistema de flujo continuo comprendiendo una secuencia de dos columnas
a) invertasa-mutarasa coinmovilizados por el método del glutarakkhfdc y
b) glucosa, inmovilizada también por el mismo procedimiento*
Un sistema de inyección en flujo se ha empleado con tres reactores enzimáticos 
inmovilizados paralelamente y se ha utilizado para la determinación de glucosa, 
fructosa y sacarosa en mezclas82. El sistema incluye un detector amperométrico para 
el peróxido de hidrógeno, glucosa y fructosa y hexacianoferrato (II) para la fructosa.
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Yacynych et al.™también publicaron la construcción de un biosensor para la 
determinación de glucosa en muestras de suero y sangre. Se propone un electrodo 
de carbón vitreo recubierto de platino como soporte del enzima, reactor y detector.
Otros electrodos enzimáticos para la determinación de glucosa se preparan 
mediante la inmovilización del enzima en una malla de nylon sobre un electrodo de 
platino, el cual es incorporado a un triple electrodo amperométrico modificado para 
análisis en flujo continuo. La inmovilización de la glucosa oxidasa84 y la invertasa- 
mutarasa-glucosa85 para la determinación de glucosa y sacarasa respectivamente son 
descritas. Los mismos autores86 proponen un sistema FIA con dos electrodos para 
la determinación de glucosa y de hipoxantina.
La inmovilización reversible del enzima se consigue con una secuencia de 
anticuerpos y anugenos. Udita et al.™trabajaron en ¡a inmovilización reversible de 
glucosa oxidasa utilizando una reacción inmunológica.
La determinación de glucosa o iactato88 fue usada en un estudio comparativo 
de un reactor de enzimas inmovilizadas en un sistema FIA. La glucosa oxidasa o L- 
lactato deshidrogenasa fueron inmovilizadas y los sistemas estudiados contenían 
lechos reactivos empacados.
La determinación amperométrica de ácido ascórbico89 se lleva a cabo con una 
celda de flujo electroquímica que esta provista de un electrodo de grafito, un conta­
dor de platino y un electrodo de referencia Ag/AgCl.
Capítulo 2
Objetivo
2.1 OBJETO Y PLAN DE TRABAJO.
El avance en los análisis farmacéuticos ha experimentado un gran auge con la 
introducción de nuevas técnicas automatizadas como el análisis por inyección en 
flujo (FIA). De este modo, se ha logrado mejorar I iroducibilidad de! método 
analítico, la velocidad de inyección y un ahorro en el consumo de reactivos. Estos 
objetivos, los primeros que se planteó ei análisis por inyección en flujo, han hecho 
de esta técnica una poderosa herramienta de análisis y constituye en sí misma una 
pródiga fuente de posibilidades analíticas.
En la presente Memoria, se engloban aspectos de innovación y difusión de 
nuevos reactivos analíticos que se proponen con la finalidad de aplicar las últimas 
tecnologías de los métodos automatizados de análisis a la determinación de medica­
mentos, fundamentalmente en preparados farmacéuticos.
La presente Memoria, pretende profundizar y ampliar el estudio de los sistemas
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heterogéneos en FIA. El primer apartado, propone la integración en un montaje FIA 
de las operaciones de precipitación, lavado y redisolución del precipitado como 
fundamento para la determinación indirecta del levamisol por absorción atómica, 
previa precipitación con Hg^'2. En la segunda parte experimental, se propone el 
arsenito de cerio(ÍV) sólido como reactivo oxidante de la flufenacina, que se deter­
mina espectrofluor métricamente. Este reactivo se sintetiza en este laboratorio. Fi­
nalmente, en el tercer apartado, se desarrolla una nueva estrategia de inmovilización 
para el iodo, aprovechando sus propiedades de oxidante suave en la determinación 
espectrofluorimétrica de eme tina.
La estructura del trabajo experimental para la puesta a punto del método analíti­
co es similar en los tres casos: comienza con los estudios previos en estático y en 
flujo continuo una vez seleccionada la configuración del montaje FIA. Sigue con la 
optimización de las variables químicas y del montaje FIA. LA parte final es el 
estudio de las características analíticas del método (intervalo de lineaiidad, reproduci- 
bilidad, velocidad de inyección y estudio de interferencias) y su aplicación a mues­
tras reales.
Parte Experim
Capítulo 3
Materiales y métodos
3.1 METODO DE TRABAJO.
Durante el trancurso del desarrollo experimental de que consta esta Tesis 
Doctoral, se siguió siempre el mismo método de trabajo que comiere varias partes 
que se detallan a continuación.
3.1.1 Experiencias previas.
Son los primeros ensayos experimentales que constan de estudios cualitativos 
y semicuantitativos cuya finalidad es conocer la reacción objeto de trabajo y el 
comportamiento del reactivo y fármaco bajo las posibles futuras condiciones de 
trabajo. En la primera parte de la Memoria, que corresponde al estudio del par 
iónico formado entre el levamisol y el tetraiodomercuriato, se detallan los ensayos 
acerca de las condiciones óptimas para que se produzca el precipitado antes de pasar 
a un sistema en flujo continuo. Las partes experiménteles posteriores han correspon­
dido a procesos redox en flujo continuo, cuya detección ha sido fluorimétrica. Los
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ensayos previos consistieron en estudios comparativos entre la fluorescencia nativa 
del fármaco y la de su producto de oxidación. Esta última siempre resultó ser mayor 
y es ía que finalmente determinaremos.
Antes de pasar a un sistema en flujo continuo, hay que conocer algunas 
condiciones previas en las cuales se va a desarrollar ía reacción. Algunas de estas 
son; el medio de reacción, el pH o la fuerza iónica.
Otra variable a estudiar para que den los resultados más satisfactorios una 
vez incorporadas al sistema FIA.
Automatización del proceso
Una vez comprobada la eficacia de la reacción, se pasa a la automatización 
del proceso, en nuestro caso, utilizando flujo continuo.
En una primera aproximación, se adapta el proceso estático a un sistema en 
continuo. Posteriormente, se proponen varios posibles sistemas FÍA y se elige uno 
definitivo que mejores señales transitorias propoicione.
Todos estos procesos destinados a conocer el comportamiento del reactivo 
y de la reacción forman parte de lo que denominamos experiencias previas.
3.1.2 Optimización.
Una vez diseñado el sistema FIA a utilizar, se pasa a una fase de optimiza­
ción para encontrar las mejores condiciones del proceso. Esta última optimización 
se ha realizado en la presente Memoria de dos formas; en los dos primeros trabajos 
se utilizó el Método Univariante, en el cual cada una de las variables se optimiza 
independientemente de las demás. En el último, el correspondiente a la determina­
ción fluorimétrica de la emetina, se empleó un método de optimización multivarian- 
te, el Método Simplex Modificado, cuyo fundamento se explica detalladamente en 
el apartado correspondiente.
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3.1.3 Aplicaciones analíticas.
Es el final del procedimiento. La bondad del estudio que se propone queda 
de manifiesto con el estudio de las características del método analítico, que 
comprende: el intervalo de iinealidad, ei estudio de la frecuencia de inyección y la 
desviación estándar relativa junto a un estudio de posibles interferencias que alteren 
ei proceso. Finalmente, se realiza una aplicación a muestras reales, preparados 
farrnaceüticos que se encuentran comercializados. El tratamiento previo de estas 
muestras conlleva etapas de homogeneización, disolución, filtración de los 
compuestos insoíubles, dilución y procesado de las mismas en el sistema FIA 
optimizado.
3.2 MATERIALES UTILIZADOS
3.2.1 Instrumentación analítica.
Los aparatos utilizados para ía puesta a punto del proceso analítico, tanto en 
los ensayos en estático como los empleados como detectores en los sistemas FIA, 
fueron los siguientes:
- Espectrofotómetro de f i  Hewlett Packard 8452-A,
utilizado para realizar espectros de disoluciones correspondientes a 
ensayos en estático, extractos de disoluciones procedentes de los 
sistemas en continuo y estud:os de estabilidad realizados a los 
medicamentos.
- Espectrofotómetro de ab Pye Unicam SP 1900,
equipado con una lámpara de cátodo hueco multielemental (Pye 
Unicam) siendo la longitud de onda de trabajo 240,7 nm.
- Un registadoPerkin Elmer 561 acoplado al espectr ofotómetro de 
absorción atómica.
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Este instrumental se utilizó exclusivamente en el primer apartado de la 
Memoria, correspondiente a ¡a determinación indirecta del levamis por precipita­
ción con tetraiodo mercuriaío. Para la partes siguientes, las correspondientes a las 
determinaciones fluorimétricas de flufenacina y de emetina, se emplearon:
- EspectrofluorímetroShimadzu RF-520, con una lámpara de xenón, 
150 w. Se empleó, tanto para los procedimientos en estático como 
para las determinaciones en continuo.
- Un registrador Shimadzu U-135 S, acoplado al íiuorímetro 
anterior, con el que se registraron los fiagramas correspondientes a 
los dos últimos apartados de esta Memoria.
3.2.2 Instrumentación FIA.
Los sistemas de análisis en flujo continuo, se realizaron utilizando:
- Vállalas de infecóReodhyne 5041.
- Bombas peristálcaMinipuls 2 de Gilson.
- Tubos de polivnara bomba peristáltica, Omniíit,
- Tubo de teflón(0,8 mm de diámetro) para construir los sistemas
en continuo. Ei detector fue equipado con una celda de flujo Hellma 
de 20 /¿l.
3.2.3 Productos y reactivos.
3.2.3.1 Determinación d e l e v a m
Los reactivos utilizados en la sección de precipitación de levamisol con 
tetraiodo mercuriato fueron:
loduro potásico (Panreac, PA), etanol (Panreac, PA), Lactosa 
(Poulenc Fréres), polivinilpirrolidona (Fluka, reactivo), clorhidrato
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de levamisol (Acofarma).
3.23.2 Determinación de flufena
Para la determinación de flufenacina por oxidación con arseni 3 de cerio 
inmovilizado, se utilizó:
Arsenito de sodio (Panreac, PA), nitrato de cerio (IV) y amonio 
(Merck, PA), ácido nítrico, perclórico,sulfúrico, clorhídrico y 
acético (Panreac, PA), sacarosa (Probus, reactivo), lactosa (Pan­
reac, PA), betametasona (Guinama, reactivo) y flufenacina (Acofar­
ma).
3.2.33 Determinación de emet
En el estudio de ía determinación de emetina con iodo inmovilizado, fueron 
necesarios los siguientes productos y reactivos:
Iodo resublimado (Panreac,PA), ácido nítrico, perclórico, clorhídri­
co y sulfúrico (Probus, PA), glucosa (Panreac, PA), sacarosa 
(Probus, reactivo) y emetina (B.O.l.S.A).
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/■*
por medio de precipitaci
espectrofotometría de absorción atómica.
4.1 ANTECEDENTES.
El levamisol, también conocido como ergamisol, es el resultado de los esfuer­
zos de los laboratorios Janssen Pharmaceutica que en 1960 diseñaron un agente anti­
helmíntico sintético para uso médico y veterinario que resultara activo tanto para la 
forma parasitaria desarrollada como para su estado larvario90 *1. El interés científico 
de este fármaco aumentó cuando se comprobó el efecto inmunoterapéutico en 1970. 
experimentando en ratones que gracias ai levamisol eran protegidos de Brucellaw.
Ei levamisol es un medicamento sintetizado para ser usado como antihelmíntico 
en medicina y veterinaria, ya que resulta un agente muy activo contra parásitas 
intestinales y sus lan as, principalmente en aquellas infecciones causadas por gusanos 
redondos y los que presentan ganchos o anzuelos. También resulta eficaz en estados 
de repuesta inmunológica deprimida. Acrualmente se administra conjuntamente con 
fiuorouracilo en la terapia de cáncer de colon93-9'.
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4.2 DESCRIPCION Y ENSAYOS DE IDENTIFICACION
4.2.1 Descripción
El levamisol ((-)-(S)-2,3,5,6-tetrahidro-6-fenilimidazo-(2,1 -b)-tiazo!monohidro- 
clorato) es el levoisómero óptico de la droga sintética, tetramisoi. El levamisol posee 
dos partes activas, un anillo de imidazol y otro de tiazoíidina. Tiene un peso molecu­
lar de 240,75 y una fórmula de C1H12N,S.C1H. Ei clorhidrato de levamisol es solu­
ble en agua y estable en medios ácidos acuosos no demasiado agresivos, pero se 
hidroliza en disoluciones alcalinas o neutras96,97. Presenta solubilidad en etanol(96%), 
ligeramente soluble en diclorometano y prácticamente insoluble en éter. Ei contenido 
en peso seco, oscila entre 98,5% y 101 % del peso total.
La estructura de! levamisol es la que se muestra a continuación:
Figura 4A  Estructura molecular de ía emetina clorhidrato.
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4.2.2 Ensayos de identificación.
Siguiendo las indicaciones de la farmacopea de Estados Unidos, las principales 
vías de identificación del levamisol son:
A.- Espectro de infrarrojo.
B.- Se disuelven 0,5 g en 20 mi de agua y se adicionan 6 mi de una disolución 
NaOH 1M. Se extrae con 20 mi de diclorometano y se lava la capa preparativa
dos v eces con agua, 10 mi cada vez, dejándose secar sobre sulfato sódico anhidro. 
Se filtra y evapora el disolvente a una temperatura no superior a 40°C bajo presión 
reducida. El punto de fusión del residuo seco es de 58 a 61 °C.
4.3 ASPECTOS FARMACOLOGICOS.
4.3.1 Uso y administración.
El levoisómero activo del clorhidrato de tetramisol, levamisol, es usado como 
antihelmíntico y como coadyuvante en disfunciones cancerosas malignas. También 
en ciertas condiciones, se utiliza por su efecto estimulante en casos donde la respues­
ta inmunológica se encuentra deprimida.
El levamisol ha sido el medicamento usado durante veinte años, para el trata­
miento de nematodos intestinales, tanto en medicina como veterinaria. La actividad 
ntihelmíntica es explicada a través de uno o varios mecanismos dispares entre sí. 
Ei levamisol estimula los gangims simpático y parasimpático ocasionando contraccio­
nes espasmódicas en la musculatura del nematodo y una parálisis total. De manera
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adicional, esta droga interfiere en la energía metabólica del nematodo, ya que ade­
más de actuar como colinérgico ocasionando efectos convulsivos, inhibe la fosfatasa 
alcalina de estos animales. Muchas especies de nematodos tienen un metabolismo 
anaeróbico dependiente del fumarato y son muy susceptibles a la inhibición de la 
fumarato reductasa que produce el levamisol. Es especialmente efectivo en el trata­
miento de la ascri(infección de gusanos redondos), aunque su acción antihel­
míntica, también es usada para el tratamiento de otras infecciones como 
núasis y necatoriasis.También ha mostrado una alta eficacia contra
vermicularis, Trichuris trichua,Strongyioid.es
formis9*.
La dosis usual para ascariasis es de 120 a 150 mg, administrados oralmente. 
Para infecciones mixtas, se administran hasta 300 mg en dos días.
El levamisol afecta a la respuesta inmunológica. El mecanismo de acción y los 
efectos de esta actividad todavía no están muy determinados. El levamisol aparece 
como un agente inmunorestaurador ante estados de inmunodepresión ocasionados por 
la quimioterapia, pero no estimuia la respuesta inmunitaria a los niveles mínimos 
necesarios. Puede indicarse su función en la activación de células T y en su prolife­
ración, aur nto de la actividad de monocitos y macrófagos (incluyendo fagocitosis 
y quimiotaxis ) y un incremento de la movilidad, de los neutrófilos. No tiene efectos 
citotóxicos".
Recientemente (Junio 1990) se aprobó por la Administración de Drogas y 
Alimentos (FDA) de los Estados Unidos para su use en combinación con fluorou- 
racilo como coadyuvante en el tratamiento de adenocarcinomas situados en el colon. 
Anteriormente, el levamisol sólo era comercializado para uso veterinario.
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La combinación en la terapia cancerígena del fluorouracilo con el levamisol 
reduce el riesgo de cáncer en el 41 % de los casos testificados y disminuye los casos 
de muerte en el 33% entre pacientes con la enfermedad desarrollada. Los estudios 
previos realizados en animales, encontraron que el levamisol no era ni teratógeno ni 
para la práctica médica habitual500 carcinógeno, aunque elevadas dosis de levamisol 
producían efectos tóxicos.
Se comparó con su administración en solitario y la combinación de levamisol 
y fluorouracilo produjo grandes mejoras en pacientes con cáncer de colon. £1 meca­
nismo de la terapia conjunta de ievamisol y fluorouracilo, aún no es conocido, igual 
que ocurre con ia dosis y la eficacia que pueda tener en otro tipo de tumores malig­
nos. De todas formas, se puede establecer como terapia estándar para el carcinoma 
de colon en estado C y está siendo aceptada por la mayoría de los oncologistas para 
la práctica médica habitual501.
El levamisol es un levo isómero biológicamente activo de un medicamento 
sintético, el tetramisol. El levamisol es un agente también sintético, de administra­
ción oral, soluble en agua y en disoluciones ácidas, pero se hidroliza en disoluciones 
alcalinas o neutras.
4.3.1.1 Aftas estomacales.
Es una enfermedad de 1a membrana de la mucosa oral caracterizada por la 
aparición de ulceraciones. Cuando también se hacen presentes lesiones en los ojos 
y en los genitales, se puede diagnosticar un síndrome de Behcet. Miller102 observó 
los resultados beneficiosos que la aplicación de un tratamiento con levamisol presen­
taba en pacientes con este síndrome. Dosis de 1650 mg diarios hicieron que a los
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tres días de tratamiento, las ulceraciones comenzaran a remitir, aunque se debe 
repetir el tratamiento, después de once días de descanso hasta su total remisión.
43.1.2 Neoplasmas
El levamisol ha sido administrado en el tratamiento de varios neoplasmas malig­
nos, obteniendo diversos resultados103'10*. Recientemente la atención se ha centrado 
para el uso del adenocarcinoma de colon junto con el fluorouracilo105. Sólo resultó 
beneficiosa en pacientes cuyo carcinoma se encontraba en el estado C. La actuación 
de este cáncer de colon consiste en una degradación del tumor que penetra hacia la 
pared colónica produciendo una perforación. Los pacientes con tumores clasificados 
como estado &, donde la invasión ya alcanza zonas serosas pericoíónicas necesitan 
más tiempo antes de que los resultados puedan ser interpretados106.
La dosis de levamisol usada para esta investigación107 fue de 50 mg administra­
dos oralmente cada ocho horas durante tres días, repitiendo el tratamiento cada 2 
semanas a lo largo de un año; el tratamiento ha de ser iniciado desde los 7 a los 35 
días posteriores a la intervención quirúrgica.
4.3.1.3 Infecciones
Existen algunas referencias del levamisol en el tratamiento de infección por 
nematodos108'111.
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4.3.1.4 Disfunciones renales.
Fue objeto de un doble estudio, niños corticosteroides-sensitivo y corticosteroi- 
des-dependiente a los cuales se les administró un placebo o levamisol en una dosis 
de 2,5 mg por kilogramo de peso, en días alternativos, y la terapia esteroidea se fue 
retirando gradualmente. De los 31 niños que ¡serón tratados con levamisol, 14 
comenzaron a remitir 112 días después de comenzar el estudio comparado con 4 de 
los que sólo recibían placebo112.
4.3.1.5 Disfunciones reumáticas.
El levamisol es aceptado como tratamiento alternativo en la artritis reumatoi- 
de:m i\  pero se utiliza con limitaciones debido a ios efectos tóxicos que presenta.
4.3.1.6 Tuberculosis.
Fue aplicado el tratamiento de levamisol en pacientes con tuberculosis pulmona­
res. Se admisnistró en dosis de 100 a 150 mg, una vez a la semana durante espacios 
de tiempo de 4 a 8 semanas116.
4.3.1.7 Infecciones virales.
Recientemente se estudia la posibilidad de que el levamisol sea un agente antivi­
ral. Russell117 tras estudios in \itrode los efectos en la respuesta inmunológica, de­
mostró la dirección que muestra el levamisol hacia las afecciones hepáticas.
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Hace algunos años, después de un pequeño estudio controlado con 20 pacientes 
con hepatitis B crónica mostraron diferencias significativas en la respuesta ante la 
administración de levamisol o de un placebo118. El seguimiento prolongado durante 
cuatro años, obtuvo mejoras importantes en el grupo del levamisol119. Aunque el 
SIDA no está considerado en el trabajo de Rustd!, actualmente es un campo de 
investigación abierto, donde se abrigan esperanzadores resultados120.
4.3.2 Absorción, etabolismo, excreción.
El levamisol es rápidamente absorbido en el tracto gastrointestinal y eliminado 
por plasma. Se metaboliza en e! hígado y se excreta vía urinaria y heces.
El levamisol se presenta con una rápida y completa absorción, admim¿::aao en 
dosis oral de 150 mg produce un pico de concentración plasmática de 0,5-0,8 ¿¿g/ml 
desde la primera ¡.ora hasta la tercera a partir del momento de la ingestión de la 
dosis. La absoluta fc isponibilidad del levamisol no ha sido determinada experimen­
talmente en humanos. Aunque dos estudios realizados con personas ofrecieron datos 
de biodisponibilidad similares (la fracción absorbida era aproximadamente de 0,6- 
0,7) ambos valores estaban obtenidos a partir de dosis orales y fueron esumadas 
mediante el método de Gibaldi et al,el cual requiere para su determinación una 
muestra del flujo sanguíneo hepático.
Kouassi et al.mestudiaron la farmacocinética del levamisol en 10 individuos 
sanos. El seguimiento se efectuó con dosis de 150 mg administrados oralmente 
produciéndose una rápida absorción con una concentración plasmática de 716,7/zg/ml 
a las 1,52 horas de su administración. Por otra parte, sólo 3,2% de la dosis adminis-
Levamisol
irada fue excretada por orina después de 24 horas sugiriendo esto ia importancia del 
aclaramiento por otras rutas, la más probable, el metabolismo hepático.
Cantidades grandes de p-hidroxiievamisol se recogieron en orina, antes y des­
pués de la hidrólisis de las muestras tomadas. Esto indica que la p-hidroxilación es 
la ruta más importante de metabolización del levamisol y que el metabolito p-hidro- 
xilado es excretado en conjugación con el ácido glucurónico. Luyckx tienen
también un estudio farmacocinético similar.
4.3.3 Efectos tóxicos.
Cuando la administración se produce en dosis simples para el tratamiento de 1a 
ascariasis o infección de otros gusanos, el levamisol generalmente es bien tolerado 
y sus efectos secundarios en caso de intoxicación se limitan a nauseas, vómitos, 
dolores abdominales y jaqueca.
En el caso de que el levamisol se use como inmunoestimulante y se administre 
en largos períodos de tiempo, los efectos tóxicos son más frecuentes y diversos, al 
igual que ocurre con otros inmunomoduladores. Muchas veces resultan consecuencia 
de que existe otra enfermedad enmascarada. Se asocian estos efectos secundarios 
generalmente con 1a administración prolongada de levamisol; se producen reacciones 
de hipersensibilidad tales como fiebre, dolores musculares, erupciones en la piel y 
vaseulitis cutáneas. Los efectos sobre el sistema nerviosos central incluyen dolores 
de cabeza, imsomnio, vértigo y convulsiones, se producen alteraciones hematológi- 
as, tales como agranulocitosis, leucopenia y trombocitopenia. También el cuadro 
puede ir acompañado de dolencias gastro-intestinales123.
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4.3.3.1 Efectos en el sistema endocri
Se confirma que el levamisol ha sido responsable del síndrome de ia hormona 
antidiurética en pacientes que io recibían junto con el fluorouracilo22*.
4.3.3.2 Efecto? en hígado.
Se encontraron altas concentraciones de aspartato aminotransferasa en 2 de 11 
pacientes a los que se administró levamisol para pioderma provocando efectos secun­
darios en hígado, dicho efecto resultó muy extraño125.
4.3.3.3 Efectos en el sistema nervios
Se recogen una leucoencefalopatía asociada con el uso de fluorouracilo y leva­
misol en tres pacientes que eran tratados para el adenocarcinoma de colon126.
4.4 METODOS DE ANALISIS.
Existen varios tipos de métodos analíticos propuestos para la determinación del 
levamisol. Un amplio trabajo de revisión muestra que las técnicas más utilizadas han 
sido las cromatográficas (papel, capa fina, CLAK, cromatografía gaseosa y supercrí- 
tica), la espectrofotometría (turbidimetrías), fluorimetría y rayos X, aunque estas 
últimas en menor proporción.
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4.4.1 Métodos volumétricos
El levamisol puede ser determinado por métodos volumétricos; en uno de ios 
que cita la bibliografía127 la muestra está tamponada a un pH entre 8 y 11 con tetra 
fenilborato sódico; solución en la que precipita el levamisol, realizándose una volu- 
metría de tipo oscilopolarográfica con una disolución de Ti(S04)?.
Para la determinación del levamisol la muestra (25 gramos) se mezcla con 10 
mi de tampón acetato 2 M (pH=6) y 20 mi de tetraborato sódico. Después de la 
dilución con 50 mi de agua y dejándola reposar 5 minutos, la disolución se filtra, se 
descarta la primera porción, a 25 mi del filtrado se le añade NaOH al 20 % hasta 
un pH que oscila entre 8 y 11, procediéndose después a la titulación con Tí(S0 4)2. 
El método se aplicó a tabletas.
Otro sistema para la determinación del levamisol es un sistema aplicable a la 
determinación de bases orgánicas en medio etanólico128, es aplicable a la volumetría 
de NH4C1, NH4Br y los clorhidratos de efedrina, clorprenalina, proeaína, levamisol, 
difenidramina, ametocaína, papaverina, etambutol, pindoxina y betahistidina. Es el 
método general para la valoración de clorhidratos de bases orgánicas conjugadas, en 
medio acético anhidro con ácido perclórico.
La mayoría de las publicaciones de los métodos analíticos del levamisol prepa­
ran la muestra con una extracción de hexano y éter o hexzno y alcohol isoamílico, 
se acidifica el producto de la extracción, después se realiza otra extracción en fase 
orgánica y posterior concentración. Woestenborghs obtuvieron utilizando este 
método un rendimiento del 86% de levamisol.
El único metabolito encontrado en orina es el 4-hidroxilevamisol. Kouassi 
et alm .lo encontraron en orina y lo determinaron extrayéndolo con la fase orgánica
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cuando realizaron una retro-extracción doble. Por otra parte, la retroextracción de 
orina dió como rendimiento dos compuestos no identificados que aparentemente eran 
metabolitos de levamisol.
El levamisol es conocido po~ su estructura de anillo de tiazolidma bajo condi­
ciones alcalinas para formar OMPÍ. No hay mención de ningún hecho para identifi­
car la forma OMPI o una forma conjugada en otras publicaciones sobre análisis de 
plasma humano o de orina. Las dos extracciones de levamisol usadas en estos méto­
dos analíticos se basan en su hidrólisis y posterior apertura del anillo para dar in 
vitro, la formación del OMPI.
4.4.2 Métodos espectrofotométricos
Dentro de estos destaca una turbidimetría131 en la cual una muestra de 200 ppm 
es inyectada en una corriente de 200 ppm de reactivo conteniendo HgV2. La absor- 
bancia de la suspensión se midió a 430 nm. El método se usó para determinar el 
levamisol en preparados farmacéuticos que contienen clorfeniramina conjuntamente.
También hay un trabajo publicado de la determinación en FIA mediante una 
turbidimetría del levamisol (Tesis de Licenciatura de Antonio Sánchez Sampedro 
(1989)).
Holbrock y Scales han determinado el tetramisol en extractos animales poiaio 
gráficamente;132 y Mourot et al133, lo han analizado por HPLC en análisis rutinario 
de antihelínticos veterinarios, pero ambos métodos requieren cantidades en mg del 
medicamento. También se han propuesto algunos métodos colorimétricos para deter­
minación de tetramisol utilizándose cantidades de ¿ug. El nitropmsiato sódico y e’ 
tiocianato de cobalto han sido propuestos como reactivos. Los métodos que no se en-
Levamisol
cuentran en la farmacopea son proporcionados por BP o USP para la determinación 
de los dos medicamentos.
4.4.3 Métodos cromatográfkos.
4.4.3 J  Cromatografía en capa fina
Son muchos ios sistemas propuestos para la separa del levamisol por cro­
matografía en capa fma. Un ejemplo descrito en la bibliografía es la determinación 
de levamisol en orina134, para ello se procedió a basificar el fluido biológico y se 
extrajo con acetato de etilo, el extracto se concentró por evaporación y se colocó en 
capas de silica gel GF 253 siendo eluídas con una fase móvil de CHC!3-tolueno- 
acetona. La detección se realizó a 238 nm. El clorhidrato de procaína fue usado 
como patrón standard.
4.4.3.2 Cromatografía gaseosa.
La cromatografía gaseosa (GC) y la cromatografía líquida de alta resolución son 
ios métodos más comunes usados para determinar concentraciones de levamisol en 
fluidos biológicos. La polarografía también ha sido usada pero hoy en día ya no es 
tan frecuente. Hay pequeñas diferencias entre los dos métodos más utilizados actual­
mente en la cromatografía de gases135, en ambos se presenta la determinación de 
nitrógeno después de separación mediante la detección de ionización en llama con 
una sensibilidad de 5-10 ¿ig/ml a partir de un mi de plasma.
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Como patrones internos en la CG han sido utilizados trimipramina, fluracepan, 
y p-metillevamisoP5. El límite de detección del método Alvinerie para HPLC (50 
Hg/nú a partir de 0,5 mi de plasma) es aproximadamente tres veces más alto que los 
obtenidos para los métodos de CG137.
La CG ha sido utilizada para la determinación de levamisol en muestras hepáti­
cas138. Se tomaron 25 gramos de estas muestras hepáticas y fueron tratada-, con 2 mi 
de acetato de etilo, la mezcla fue filtrada y el filtrado obtenido se evaporó a seque­
dad. El residuo obtenido se disolvió con 200 mi de ciclohexano hasta 50 mi de 0,1 
M de C1H. Tras el tratamiento se dispuso para ser inyectada para su posterior análi­
sis en una columna de sílice y rnetilsilicona a 220°C con helio como gas portador.
4.4.33 Cromatografía líq
En las referencias más recientes aparece como la técnica más utilizada para 
llevar a cabe iv separación y posterior determinación del ’evamisol.
Dos ejemplos de determinación de levamisol en CLAR que se citan reciente­
mente en la bibliografía son; el primero de ellos corresponde a unas muestras de 
plasma que se trataron primero en medio básico con NaOH 10 M y posteriormente 
durante 10 minutos, con una mezcla de éter etílico-hexano en una proporción 4:1. 
La mezcla se centrifugó y la capa orgánica se evaporó a sequedad bajo atmósfera 
inerte a 37°C. El residuo obtenido ñte disuelto en la fase móvil y una porción de la 
disolución fue analizado en HPLC a través de una columna tipo Bondapack C18, 
siendo eluída con una mezcla ácido acético-metanol en una proporción 7:3 a un 
pH =4 como fase móvil. La detección se realizó a 225 nm. El límite de detección 
fue 0,8 ppm cíe levamisol y la recta de calibrado fue lineal entre 10 y 100 ppm.
MILIMETROS
PULGADAS
Levamisol
Como patrones internos en ia CG han sido utilizados trimípramina, fluracepan, 
y p-metilievamisol136. El límite de detección del método Alvinerie para HPLC (50 
fig/ml a partir de 0,5 mi de plasma) es aproximadamente tres veces más alto que los 
obtenidos para los métodos de CG1"7.
La CG ha sido utilizada para ia determinación de levamisol en muestras hepáti­
cas138. Se tomaron 25 gramos de estas muestras hepáticas y fueron tratadas con 2 mi 
de acetato de etilo, la mezcla fue filtrada y el filtrado obtenido se evaporó a seque­
dad. El residuo obtenido se disolvió con 200 mi de ciclohexano hasta 50 mi de 0,1 
M de C1H. Tras el tratamiento se dispuso para ser inyectada para su posterior análi­
sis en una columna de sílice y metiisilicona a 2?0°C con helio como gas portador.
4.4.3.3 Cromatografía líq
En las referencias más recientes aparece como la técnica más utilizada para 
llevar a cabo ia separación y posterior determinación de! lev ¿isoi.
Dos ejemplos de determinación de levamisol en CLAR que se citan reciente­
mente en la bibliografía son; el primero de elios corresponde a unas muestras de 
plasma que se trataron primero en medio básico con NaOH 10 M y posteriormente 
durante 10 minutos, con una mezcla de éter etílico-hexano en una proporción 4:1. 
La mezcla se centrifugó y la capa orgánica se evaporó a sequedad bajo atmósfera 
inerte a 37°C. El residuo obtenido fue disuelto en la fase móvil y una porción d* te- 
disolución fue analizado en HPLC a través de una columna tipo Bondapack C18, 
siendo eluída con una mezcla ácido acético-metanol en una proporción 7:3 a un 
pH = ¿ como fase móvil. O  detección se realizó a 225 nm. El límite de detección 
fue 0,8 ppm de levamisol y la recta de calibrado fue lineal entre 10 y 100 ppm.
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La desviación standard fue del 10% y la determinación se realizó en una mezcla 
de levamisol, pentobarbitona y heparina, que estos dos últimos no eran interferentes 
en la determinación del fármaco levamisol.
El levamisol es considerado un fármaco de uso veterinario por ello ha sido 
objeto de estudio en aquellos productos derivados de los animales que tienen una 
relación directa con el hombre como es el caso de la leche de vaca139. Para la deter­
minación de levamisol en leche, ésta se acidificó hasta un pH de 4,6 y se mezcló con 
etanol, posteriormente se filtró la disolución y el filtrado se hizo pasar por una 
columna tipo Extrelut 20 pre-packed. Se lavó la columna con hexano y el levamisol 
se disolvió con diclorometano. después se concentró hasta sequedad y el residuo se 
disolvió en la fase móvil (metanol-0,05 M-carbonato amónico (13:7)) en una colum­
na tipo TSK-Gel 410 ODS SÍL. La gráfica de calibrado fue lineal desde 1 a 40 ppm 
y el límite de detección osciló desde 0,02-0,05 ppm.
4.4.3.4 Cromatografía
Es la técnica más moderna de separación utilizada para la determinación del 
levamisol. Se separaron cuatro antibióticos de uso veterinario (cioramfenicol, furazo- 
lidona, levamisol y licomicina) mediante cromatografía supercrítica en una columna 
tipo Spherisorb NH; a 75 °C con una fase móvil de C 02 y metano! en una proporción 
4:1. La detección se realizó en un intervalo que osciló entre 215 y 230 nm140.
Por otra parte, la separación por precipitación en lujo continuo no segmentado 
aún está poco desarrollada hasta la fecha. Hay muy pocas publicaciones y comu­
nicaciones en congresos cuando la precipitación se realiza en flujo continuo.
Levamisol
El levamisol en medio ligeramente ácido y en presencia de ¿ig( 11i da lugar a 
un precipitado blanquecino de estequiometría 2:1.
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4.5 PARTE EXPERIMENTAL: INTRODUCCION.
El objeto del presente trabajo consiste en incorporar a un sistema en flujo 
continuo una operación habitual en el análisis químico como es la precipitación y 
desarrollar las posibilidades que estos equilibrios encierran en la determinación de 
medicamentos.
La incorporación al análisis por inyección en flujo de las reacciones de precipi­
tación por formación de pares iónicos permite una automatización de las distintas 
etapas del análisis: precipitación del analito, lavado del precipitado y determinación 
del analito tras la disolución del precipitado en un medio adecuado. Todas estas 
operaciones pueden integrarse en un sistema FIA con las inherentes ventajas que ello 
supone: mínima intervención del operador, aumento de la reproducibilidad, menor 
consumo de muestra y aumento en la velocidad del análisis.
Un aspecto fundamental de la determinación lo constituye el sistema de detec­
ción empleado. La espectrofotometría de absorción atómica se presenta como una 
técnica con grandes posibilidades, no solo desde el punto de vista de la sensibilidad, 
sino también porque amplia de forma considerable el espectro de sustancias químicas 
susceptibles de determinación (determinación indirecta). El acoplamiento FIA-AAS 
añade además las ventajas bien conocidas de los sistemas en flujo continuo.
Se realizaron en primer lugar ensayos en estático para determinar las condicio­
nes experimentales: pH, concentración y naturaleza del contraión mas adecuado para 
la formación del complejo Hg(II)-levamisol.
Posteriormente se optimizaron las variables FIA del sistema por el método 
univarianre. Se prestó una atención especial a la unidad filtrante por la notable 
influencia que tiene en la magnitud de la señal analítica, así como en las característi-
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cas analíticas dei procedimiento. La adsorción del ión metílico en el precipitado y 
fundamentalmente en el filtro hacen necesaria una etapa de lavado que consume la 
mayor parte del tiempo de! análisis.
Finalmente, el método fue aplicado a la determinación de levamisol en prepara­
dos todavía no registrados y que fueron donados gratuitamente por el hospital Peset 
Aieixandre de Valencia.
4.6 PROCEDIMIENTO
El montaje FIA empleado en la determinación de levamisol es el que aparece 
en la Figura 4.2 .
¡.evamiso!
Et-OH
Figura 4 2  Montaje FÍA utilizado para la determinación indirecta de levamisol mediante precipitación con 
Hgl42. R .reactivo: disolución de tetraiodomercuriato; L¡, L? L3; reactores de diferentes longitudes; 
puntos de confluencia; F: unidad filtrante.
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El reactivo, una disolución acuosa de yodo mercuriato (II) de una concentración 
2,64x10'1 es inyectada en el portador, que resultó ser una disolución acuosa de 
levamisol. El precipitado formado es retenido en un filtro y durante un tiempo 
controlado, tanto el filtro como el precipitado son lavados por la misma disolución 
acuosa de levamisol con el fm de eliminar el Hg (II) adsorbido. Una corriente etanó- 
lica se encarga de disolver el precipitado y hace que el Hg liberado confluya con un 
canal de etanol que proporciona constantemente una señal correspondiente a la línea 
base.
La llegada al detector del Hg procedente del precipitado con el levamisol, 
proporciona una señal transitoria en el espectrofotómetro de absorción atómica. Los 
valores de absorbancia, proporcionales a la concentración de levamisol, constituye 
el parámetro analítico empleado a lo largo de las etapas de optimización de las 
variables experimentales y en las aplicaciones analíticas del método.
Teniendo en cuenta la configuración del montaje utilizado y los reactivos de 
éste, los parámetros que podían influir en la sensibilidad del método eran, por un 
lado, las concentraciones de levamisol y Hg y por otro las variables FIA, volumen 
de muestra, caudal de portador y longitud del camino de reacción o reactor. Otras 
variables de gran influencia fueron la naturaleza de la unidad filtrante y el tiempo 
de lavado.
La longitud de onda empleada en la determinación indirecta de levamisol por 
AAS de llama fue de 253,7 nm.
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4.7 ENSAYOS PREVIOS
4.7.1 Estudio espectrofotométrico
En un trabajo anterior (Tesis de Licenciatura Antonio Sánchez Sampedro 
(1989)) se realizaron ensayos espectrofotométricos previos para decidir cual es el 
contraión más adecuado de entre ios que forman par iónico con el levamisol para su 
determinación analítica.
El estudio espectrofotométrico en estático de ios precipitados que forma el 
levamisol se llevó a cabo con los siguientes contraiones: tetraiodomercuriato, tetraio- 
duro de cadmio(II) y tetraioduro de bismuto (III), obteniéndose precipitados los 
correspondientes pares iónicos.
Se prepararon una serie de matraces aforados de 100 mi en los que se introdu­
jeron 10 mi de la disolución de contraión 2,64 x 10'2M ajustado al pH correspon­
diente y volúmenes variables de disolución de levamisol 1,76 x 10'3M, enrasándose 
a 100 mi con agua desionizada. Rápidamente se registró el espectro visible corres­
pondiente al ensayo realizado y se siguió efectuando la siguiente experiencia.
Tetraiodomercuriato-
El pH correspondiente a la disolución de tetraiodomercuriato fue de 5,60. Los 
espectros se registraron entre 350 y 700 nm. y se pueden ver en la figura .
Tetraioduro
Este contraión no dió precipitado con el levamisol a las concentraciones ensaya­
das, por lo que se descartó su utilización.
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Figurad,3 Espectros turbidimétricos del par iónico tetraiodomercuriato-levamisol. L ~ L p H  =5,6. Hg±M. 
lev x 1(T5 M: 1; 8,8; 2, 7; 3; 5,3, 4; 3,5; 5; 1,8; 6.
■Tetraioduro de
El pH correspondiente a la disolución del contraión citado en este apartado fue 
de 2. Los espectros de las experiencias se registran entre 450 y 700 nm.
Tal y como se dijo .anteriormente, se desechó la utilización del tetraioduro de 
cadmio (II) por no formar par iónico en las condiciones experimentales ensayadas.
En la Figura 4.3se aprecia la aparición de un máximo a 430 nm debido a la
formación de un par iónico entre el levamisol y el tetraidomercuriato. En ella tam­
bién se representa el espectro correspondiente a una disolución 2,64 x 10'2M de
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tetraiodomercuriato y en ia que se puede apreciar la carencia de un máximo de 
absorbancia a 430 nm. y un valor mínimo de absorbancia para esta especie.
4.7.2 Influencia del pH en la formación del par iónico.
Para conocer la zona óptima de pH para la formación del par iónico levamisol- 
tetraiodomercuriato se desarrollan los estudios espectrofotométricos de varias mues­
tras a diferentes valores de pH en el intervalo que va desde 1,5 a 32.
Para ello, en aforados de 25 mi, se introducen 2 mi. de disolución de levamisol 
7,04 x lO^M, 2 mi de disolución de tetraiodo mercuriato 2,64 x 102 y 5 mi. de 
disolución reguladora. Se mide inmediatamente después de la formación del par 
iónico.
En la Fig. 4.se representa la gráfica obtenida al relacionar las absorbancias con 
los valores de pH establecidos.
Fig. 4.4 Influencia del pH en la
formación del par iónico 
levamisol-íetraiodorner curíate,
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ABSORBANCIA
Tabla 4.1 Influencia del pH en la formación del par iónico tetraiodomercuriato-levamisol.
Se puede apreciar la presencia de un intervalo de valores de pH donde la absor 
bancia permanece constante y con un valor máximo.
El intervalo de pH óptimo resulta estar comprendido entre 3,3-7,7.
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4.7.3 Esfeqmomelría
La estequiometría del sistema levamisoi-tetraiodomercuriato se determma eon- 
ductimétr icamente.
Experimentalmente se realizan dos valoraciones. En la primera el agente valo­
rante es una disolución de levamisol 2,02 x 1G'2M y el analito 55 mi de disolución 
8,11 x 10‘4M de tetraiodomercuriato.
El indicador del punto final es un conductímetro. En la segunda valoración se 
invienen los reactivos utilizados, el agente valorante es una disolución de tetraiodo­
mercuriato 2,23 x 10'3 y el analito 10 ppm de levamisol. Las lecturas se realizan a 
25°C y 30 segundos después de la adición del agente valorante.
Para ambas series se obtienen dos rectas 2:1 para el sistema levamisol-tetraio- 
domercuriato.
4.7.4 Elección del sistema FIA.
El conjunto de ensayos realizados permitió asignar una serie de variables quími­
cas del sistema FIA para llevar a cabo los primeros ensayos en flujo continuo. 
Teniendo en cuenta todos las etapas necesarias que tenían que intervenir en el monta­
je; formación del precipitado, lavado y redisolución, se seleccionó un montaje que 
pudiera englobar todas las et2pas y que permitiera realizarlas detalladamente. Todas 
quedaron reunidas en el montaje que se ha indicado anteriormente. Se optó por ia 
variedad de FÍA inverso, es decir, insertar el reactivo en una corriente de portador 
para así asegurar un mayor rendimiento en la precipitación. Se seleccionó un porta­
dor consistente en una disolución acuosa de levamisol 2,076 x 10'2M y el reactivo
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inyectado era 2,64 x Í0'2M en Hgly2 preparado a partir de una disolución de éste 
junto a una disolución de KI 0,1 MI
Como isoiución de lavado se seleccionó la disolución portadora. Tras probar 
experimentalmente ésta y otras de carácter ácido, junto con una disolución saturada 
de K1 en una corriente de agua, ninguna dió tan buen resultado como la primera.
El medio empleado para disolver el precipitado fue el etanol absoluto. La 
posibilidad de utilizar disolventes orgánicos se planteó tras comprobar experimental­
mente que corrientes de distintos ácidos y de disoluciones básicas no lograban redi- 
solver totalmente el precipitado formado. Se realizaron ensayos con varias mezclas 
de etanol-agua (2-1, 1-1 y sin agua), optando al final por utilizarlo sin dilución 
previa ya que proporcionaba mejores absorbancias que en los casos anteriores.
Los valores iniciales de las variables FIA se asignaron, unas en función del 
comportamiento esperado a priori y otras como resultado de ios valores de absórbas­
ela obtenidos al inyectar disoluciones patrón de Hg en un portador que era agua 
desionizada. Así pues, caudales medios de ia disolución portadora y volúmenes de 
muestra intermedios que permitieran una mezcla íntima entre portador y analito se 
consideraron los más adecuados. En lo que respecta a los caudales de redisolución 
del precipitado y a! de la línea base, se observó que con caudales medios altos se 
obtenían valores de absorbancia más altos.
T ambién se observó una componente de irreproducibilidad que en principio se 
asoció a la complejidad intrínseca deí sistema, a la excesiva manipulación por parte 
del experimentador, ya que existen varios puntos de confluencia que se regulan 
manualmente, y a la  dispersión que la disolución mercúrica inyectada experimentaba 
al atravesar la unidad filtrante y confluir mediante una "Y" con ia disolución de la
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línea base. Se introdujo un reactor de tefíón antes del detector que permitió eliminar 
parte de esa irreproducibilidad.
El tiempo de lavado para las condiciones ' \  - *s se fijó en un minuto ya que 
tiempos menores en la etapa de lavado, prop san señales analíticas muy poco 
reproducibles. Por otra pane, tiempos más largos no mejoraban la señal analítica y 
retardaban el proceso.
La selección de la unidad filtrante se centró en un filtro de teflón como los 
utilizados en la cromatografía líquida de alta eficacia, de la  marca Hewlett-Packard, 
que tema un diámetro de 13 mm.
4.7,5 Influencia de la concentración de reactivo
La primera variable objeto de estudio en flujo continuo fue la concentración 
de reactivo de la disolución inyectada. El Intervalo estudiado fue de 0,0647 M a 
6,476 x lO^M. El resto de variables químicas y FIA se mantuvieron como se indica 
en el apartado anterior, siendo la muestra inyectada en una disolución de levamisol 
de 50 ppm.
En la Figura 4.5y en la Tabla 4.2se representan ios resultados de este estudio
Debido a los importantes efectos en ia señal analítica causados cor el mercurio 
adsorbido, para cada concentración de tetraiodomercuriato ensayada, se inyectó ira 
"blanco" consistente en agua desionizada De esta forma, se pretendía evaluar ia 
importancia del proceso de adsorción del catión para cada medio.
Se seleccionó como más adecuada una concentración de 0,032 M en tetraiodo­
mercuriato Concentraciones superiores proporcionaron un incremento de la irrepro-
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ducibilidad como consecuencia del aumento del fenómeno de adsorción del catión 
en la unidad filtrante y sobre el precipitado. Las absorbancias obtenidas al inyectar 
en los respectivos medios agua des ionizada reflejan perfectamente este comporta­
miento.
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Figura 4.5 Gráfica de la optimización de la concentración de reactivo: * 50ppm de levamisoi, ** agua 
desionizada.
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0,0647
0.0323
0.0258
0.0194
0.0129
9.70X103
6.47X10‘3
3.23X1G3
6.47x10"*
0,138
0,111
0,095
0,094
0,088
0,086
0,082
0,060
0,028
0,062
0,057
0,050
0.036
0,026
0,017
0,011
0,009
0,007
Tabla 4.2 Influencia de la concentración de reactivo.
se utilizaron 50 ppm de levamisoi y agua desionizada
4.7.6 Selección de la unidad filtrante.
La adsorción del tetraiodomercuriato presente en la disolución portadora se 
produce tanto sobre precipitado como sobre filtro. Tras una etapa de lavado, la 
redisolución del precipitado por una corriente de etanol absoluto, libera no sólo el 
mercurio procedente del par iónico formado con el levamisoi, sino también el adsor­
bido en el propio precipitado y fundamentalmente en el filtro. La unidad filtrante es 
una parte fundamental en el sistema, ya que una elección adecuada del filtro debe
CONCENTRACION
(M)
ABSORBANCIA ABSORBANCiA
BLANCO
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Se ensayaron dos filtros distintos constituidos por diferentes materiales: papel 
gravimétrico y teflón. £1 primero de ellos consistía en dos trocaos de pape! gravimé- 
trico emplazado entre dos conexiones roscadas de! sistema de flujo; el filtro de 
teflón, (filtro de los empleados habitualmente en cromatografía) se conectó directa­
mente al montaje FIA.
Para cada filtro y con los valores FIA habituales, se estudiaron diferentes 
tiempos de lavado. El objetivo era que permitiera acortar el tiempo de análisis, al 
reducir la etapa de hvado, y por otra parte, sirviera para que pudiera establecerse 
en experiencias posteriores un nuevo tiempo de lavado lo más corto posible y sin que 
por ello se resintiera la velocidad de inyección.
Desde el primer momento del estudio, el filtro de papel dió muchos problemas 
en el sistema, además de que prácticamente después de cada inyección teníamos que 
cambiarlo, lo que no favorecía la homogeneidad de! sistema para muchas inyecciones 
seguidas y como consecuencia, alteraba la reproducibilidad del sistema propuesto. 
Este motivo hizo acelerar la opción por el filtro de teflón y tras la experiencia de los 
tiempos de lavado, éste continuó siendo de 90 segundos.
Una vez ya optimizada la unidad filtrante, se realizó un calibrado para observar 
su comportamiento con distintas concentraciones. Esta experiencia sirvió también 
para seleccionar una concentración de levamisoi, dentro del intervalo dinámico linea! 
del procedimiento, adecuado para la etapa de optimización de las variables FIA, 
resultando ser esta concentración de 20 ppm.
permitir una reducción de la etapa de lavado y un aumento de la sensibilidad ai 
disminuir en la señal analítica la componente asociada al Hg adsorbido en el filtro.
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Las condiciones dei sistema con las que se comenzó la optimización del sistema 
FIA fueron:
- Longitud del reactor: 100 cm.
- Concentración ae levamisoi: 20 ppm.
- Concentración de tetraiodomercuriato: 0,032 M.
- Tiempo de lavado: 90 segundos.
- Cauda! de portador: 2,7 ml/min.
- Caudal de redisolución: 1,9 ml/min.
- Caudal línea-base: 4,2. ml/min.
- Longitud filtro-Y: 50 crn.
- Longitud Y-detector: 10 cm.
4.7.7 Optimización del volumen de muestra.
La optimización de las variables FIA del sistema se realizó por el método 
uni vari ante. Se optimizaron por una parte las variables relacionadas con la etapa de 
formación del precipitado: volumen de muestra, longitud del reactor y caudal del 
portador, y posteriormente aquellas otras variables relativas a la rtdisolución del 
precipitado: caudal de redisc.ución, caudal de la línea base y las longitudes desde
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el filtro a la "Y" y desde ésta ai detector. Ambos procesos, formación y tratamiento 
posterior del precipitados trataron pues, como etapas independientes.
La primera de las variables objeto de estudio fue el volumen de muestra y fue 
estudiada en el intervalo 60-650 ¡ú. Se realizaron inyecciones de una disolución de 
ioduro de mercurio de 0,032 M para los distintos volúmenes ensayados que se indi­
can en la Tabla 4.3.
Se observó un aumento de la señal analítica cuando se incrementaba el volu­
men de muestra hasta llegar a un volumen de 375 1, valor a partir del cual no tuvo 
lugar un aumento de esta variable en relación a los valores de absorbancia debido 
a que no toda la muestra inyectada es capaz de reaccionar con el portador. Un 
volumen de muestra de 376 /i! se seleccionó como óptimo.
Figura 4.6 Gráfica que representa la optimización del volumen de levamisoi que se inserta en el sistema
VOLUMEN VU, ESTKA
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VOLUMEN ABSORBANCIA
68,36 0,151
164,07 0,141
232.42 0,153
376,00 0,169
437,52 0,156
Tabla 4.3 Valores del volumen de muestra en Afrente a los valores medios de absorbancia.
4.7.8 Optimización de la longitud del reactor.
Para el estudio de esta variable se prepararon reactores cuyas longitudes estaban 
comprendidas en el intervalo 3-174 cm. Para cada reactor se efectuaron diez inyec­
ciones de ioduro de mercurio sobre una concentración de 50 ppm de levamisoi.
La Figura 4.7y la Tabla 4. muestran la influencia de la longitud del reactor.
Se observa un aumento de la señal analítica hasta llegar a una longitud de 100 
cm a partir de la cual los valores de absorbancia obtenidos no mejoran, lo que indica 
que el exceso de longitud no favorece la precipitación debido a la rápida formación 
del precipitado, así como al hecho de que se optimizara en primer lugar la va 
volumen de muestra y un incremento en dicha variable supone un aumento de ¡a 
longitud del bucle de muestra, con lo cual el tiempo de contacto entre analito y 
portador se prolonga, del mismo modo que si se hubiese incrementado la longitud 
del reactor. Se escogió como óptima una longitud de 100 cm.
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Figura 4.7 Influencia de la longitud del reactor.
LONGITUD (cm) ABSORBANCIA
3 0,113
10 0,172
24 0,221
50 0,228
74 0,236
100 0,254
124 0,246
150 0,245
174 0,224
Tabla 4A  Valores de longitud del reactor frente a los de absorbancia.
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4.7.9 Optimización del caudal del portador.
El caudal del portador fue la última de las variables FIA estudiadas asociada 
a la etapa de formación del precipitado entre el Hg(II) y el levamisoi.
El intervalo objeto de estudio fue de 0,7 ml/min a 3,9 ml/min. Un resumen de 
los resultados obtenidos se indican en la Ta y
No parece existir una influencia notable del caudal de portador en la señal 
analítica, no obstante, caudales próximos al límite superior del intervalo estudiado 
proporcionaron una ligera disminución de los valores de absorbancia, posiblemente 
debido a la disminución del tiempo de contacto entre el portador y el bolo de mues­
tra. También valores próximos al límite inferior del intervalo estudiado daban valo­
res de absorbancia elevados. Estos se desecharon debido a que la señal analítica 
obtenida no era satisfactoria ya que el proceso resultaba demasiado lento. Para 
posteriores experiencias se seleccionó un caudal de 2,3 ml/min.
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Figura 4.8 Gráfica que representa K&J '
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CAUDAL
(ml/min)
ABSORBANCIA
3,95 0,243
3,55 0,257
3,15 0,228
2,75 0,227
2,35 0,254
1,95 0,246
1,55 0,265
1,15 0,280
0,75 0,210
Tabla 4.5 Valores de caudal frente a absorbancia.
4.7.10 Optimización del caudal de etanol.
Una vez optimizadas todas las variables correspondientes a la fase de precipita­
ción, se comenzó con la etapa de redisolución, la primera variable optimizada fue 
el caudal de etanol que continuamente llegaba al detector.
Se realizó el estudio entre los valores correspondientes al intervalo 2,74-0,5 
ml/min.
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Se observó una tendencia al aumento en el valor de la absorbancia a medida 
que el caudal era menor (aunque con una uniformidad menor a lo habitual) y la señal 
analítica también se obtuvo de manera uniforme, por lo que se pudo concluir que los 
valores bajos de caudal favorecían una mejor llegada del analito al detector. Se 
escogió un valor ligeramente bajo, aunque había otros inferiores que daban valores 
de absorbancia más elevados ya que el comportamiento de la llama se veía alterado. 
Para evitar cualquier modificación en la nebulización de la llama o en su poder 
calorífico que afectase a la complejidad del sistema, difícil en sí, debido a todas las 
variables que un sistema de precipitación conlleva, optamos por los valores interme­
dios citados anteriormente que proporcionaban una respuesta óptima.
El resumen de los resultados se observa en la y Finalmente,
e! valor escogido fue de 1,05 ml/min.
CAUDAL
ETANOL(ml/min)
ABSORBANCIA
2,74 0,162
2,46 0,162
2,18 0,189
1,90 0,168
1.61 0,184
1,33 0,190
í,05 0,194
0,77 0.1%
1
Tabla 4.6 Valores de caudal en ml/min frente a valores de absorbancia.
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Figura 4.9 Gráfica que representa la influencia del caudal de etanol.
4.7.11 Optimización del caudal de redisolución.
Se procedió seguidamente a la optimización del caudal del líquido de redisolu­
ción, dicho líquido era una corriente etanóíica pura que gracias a una llave selectiva 
colocada en el sistema sólo pasaba a través del filtro cuando el tiempo de lavado del 
precipitado había transcurrido, el resto del tiempo iba continuamente al desagüe.
Se estudió el intervalo de caudales correspondientes a 6,15-0,4 ml/min. Los 
resultados experimentales se observan en la y la
Se obsercó que la redisolución del precipitado formado entre el levamisoi y 
Hgl42", no era instantánea y eran precisos caudales muy rápidos para su disolución.
9 7
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Lo corroboraban los valores de absorbancia correspondientes a la señal analítica que 
aumentaba a medida que también ío hacía el caudal.
Se escogió por tanto, el mayor caudal; 6,15 ml/min
CAUDAL DE 
REDiSOLUCSQN
ABSORBANCIA
(ml/min)
Tabla 4.7 Valores del caudal de e
CAUDAL REDíSOLUCION
Levamisoi
Figura 4 JO Gráfica que representa 
la influencia áel caudal de re di solución. 
Se utilizó a tal efecto el disolvente 
orgánico etanol.
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4.7,12 Optimización de la longitud desde el punto de confluencia 
("Y"} al detector.
Los últimos parámetros a optimizar correspondieron a ias longitudes existentes 
entre el filtro y la "Y" o punto de confluencia entre e! caudal de etanoi y el caudal 
de redisolución, y desde este punto de confluencia hasta el detector. Comenzamos 
por esta última longitud.
Se prepararon fragmentos le  tubo de teflón cuyas longitudes eran 100, 82, 60, 
50, 30, y 10 cm. Los valores de absorbancia eran mayores a medida que la distancia 
entre el punto de confluencia y el detector era menor. Esto se explica debido a la 
dispersión que ocasiona la mayor longitud, enmascarando el valor de absorbancia 
real.
Se concluyó como valor óptimo la mínima distancia posible, 10 cm. Los resul­
tados se observan en la Tabla 4.8y la Figura
L  vanúsol
Tabla 4.8 Valores de la longitud desde el punto de confluencia ”Y” hasta el detector frente a los valores 
de absorbancia.
LONGITUD DESDE LA Y AL DETECTOR
Figura 4.11 Gráfica que representa k influencia de la longitud desde el punto de confluencia hasta el 
detector.
j LONGITUD (cm) ABSORBANCIA
| 100 0,307
82 0,447
60 0,435
50 0,434
30 0,406
10 0,671
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4.7.13 Optimización de la longitud desde ei filtro hasta el punto 
de confluencia.
Este fue ei último parámetro estudiado dentro de lo que correspondería a la 
optimización instrumental dei sistema.
Al igual que en la experiencia anterior, se prepararon distintos fragmentos de 
tubo de teflón cuyas longitudes correspondían a los siguientes valores en cm: 10, 32,
50, 82, 100.
Se observó un aumento en el valor de la absorbancia proporcional al aumento 
de la longitud hasta que se ¡legó a un valor en el cual todo el precipitado redisuelto 
se homogeneizaba en el medio etanólico. Valores superiores no lo mejoraban por lo
que se rechazaron, ya que suponía un tiempo adicional añadido al sistema. Los 
resultados se observan en la Tabla 4.9y la F Se escogió una longitud óptima
de 50 cm.
LONGITUD (cm) ABSORBANCIA
10 0,520
32 0,523
50 0,698
82 0,643
100 0.432
Tabla 4.9 Valores de la longitud desde el filtro hasta el punto de confluencia.
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Figura 4.12 Gráfica que representa la influencia de la distancia desde el filtro al punto de confluencia.
4.7.14 Reoptimiz&ción química.
Una vez concluida la optimización instrumental, se procedió a verificar si en 
las condiciones instrumentales óptimas, las condiciones químicas habían sido afecta­
das. El estudio se realizó sobre e! pH y las concentraciones de reactivo empleadas.
4.7.15 Influencia del pH.
La influencia del pH en el sistema que contenía todas las variables optimizadas, 
se estudió acidulando con HC1 Q,1M varias disoluciones de 20 ppm de levamisoi. 
Se realizó el nuevo estudio del pH en el intervalo 7,6-3,5 y se obtuvieron valores 
de absorbancia óptimos dentro del subintervalo de pH 3,83-5,73 con lo cual se 
volvió a realizar un estudio experimental en este subintervalo, obteniéndose resulta­
dos similares con lo que se pudo concluir que ¡a precipitación de! complejo formado
Levamisoi
entre el levamisoi y ei Hg(II) se ve favorecido por pH ácido correspondiente al 
_...-valo anteriormente citado.
ABSORBANCIA
Tabla 4.10 Valores de pH frente a las absórbemelas
variables del sistema FIA.
Figura 4,13 Gráfica que representa
la influencia del pH después
de la i'eoptimzccion de las variables FIA.
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4.7.16 Optimización de la concentración de reactivo.
Se realizó esta optimización entre valores de 4500-100 ppm de reactivo. Tras 
unas pruebas experimentales se observó que la formación del precipitado se veía 
favorecida por las concentraciones elevadas de reactivo por lo que se continuó con 
la concentración de Hg(II) que se eligió en un principio, antes de la optimización 
instrumental, que era de 0,0323 M en ioduro de mercurio o lo que equivale a una 
concentración, en ppm, de 4300.
CONCENTRACION 
REACTIVO (ppm)
------= -------------------
ABSORBANCIA
4300 0,314
4000 0,298
3500 0,275
3000 0.271
2500 0,248 
................... ..........  1
Tabla 4.11 Datos correspondientes a diferentes concentraciones de reactivo ensayadas tras la optimización 
frente a las absorbancias obtenidas.
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Figura 4.14 Gráfica que representa la influencia de la concentración de reactivo en el montaje FIA 
definitivo.
4.7.17 Optimización del caudal de aspiración y de la relación de 
caudales aire/acetileno.
Se procedió a realizar series experimentales una vez ya efectuada ia optimiza­
ción instrumental y la reoptimización química, para optimizar variables independien­
tes ai sistema como era el caudal de aspiración y ia relación de caudales.
Las series correspondientes a los valores de las señales analíticas dieron como 
mejor caudal de aspiración el correspondiente a 8,3 ml/min y la relación de caudales 
se estudió lijando el caudal de aire y variando el de acetileno, la serie de mejores 
valores de absorbancia correspondió a la relación de caudales 6 ml/min para el 
acetileno y 40 ml/min para el aire comprimido.
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4.8 APLICACIONES ANALITICAS.
4.8.1 Intervalo de iineaiidad.
Se estudió el intervalo de iineaiidad del procedimiento con los valores óptimos 
de las variables del método.
El intervalo de concentraciones del levamisoi objeto de estudio estaba compren­
dido entre 0,5 y 60 ppm. Valores menores daban respuestas menos reproducibles.
En la Figura 4.16se muestran los picos obtenidos para las distintas concentracio­
nes de muestra inyectadas. Como se desprende de la gráfica de calibrado, en ¡a cual 
se han representado los valores de absorbancia frente a ia concentración en ppm de 
clorhidrato de levamisoi, la representación es lineal desde 0,5 hasta 40 ppm.
El ajuste por mínimos cuadrados realizado en el tramo de concentraciones de 
0,5 a 40 ppm proporciona la siguiente ecuación
y=  0„Q082x + 0,1117
cor: 0,999
donde ”x" es la concentración de clorhidrato de levamisoi en ppm, "y" la absor­
bancia y "cor" el coeficiente de correlación.
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Figura 4.14 Gráfica correspondiente a la rect
CALIBRADO
CONCENTRACION
(ppm)
ABSORBANCIA
0,5 0,113
1 0,122
5 0,136
10 0,198
20 0,297
25 0,322
30 0,359
40 0,427
Tabla 4.12 Valores de la recta de calibrado del levam
Levamisoi
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Figura 4.15 Fiagrama corresp ondiente a la recta de calibrado obtenida para el levamisoi.
4.8.2 Reproducibilidad y velocidad de inyección.
La reproducibilidad del método se obtuvo realizando 19 inyecciones de una 
disolución de 20 ppm de clorhidrato de levamisoi.
En la Figura 4.17se muestran los picos obtenidos.
La desviación standard relativa de los mismo resultó ser de 1,9% y la velocidad 
de inyección del método de 38 inyecciones a la hora.
Levamisoi
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Figura 4.17 Picos correspondientes al estudio de reproducibilidad del levcumsol.
4.8.3 Interferencias.
Se estudió la tolerancia del método ante sustancias que suelen acompañar en 
preparados far eéuticos al levamisoi.
Se prepararon disoluciones de 20 ppm de clorhidrato de levamisoi que conte­
nían interferente. Las señales analíticas proporcionadas por estas disoluciones se 
compararon con las obtenidas para una disolución de 20 ppm de levamisoi en ausen­
cia de interferente.
Los resultados obtenidos de muestran en la
Ijsvamisol
INTERFERENCIA CONCENTRACION {ppm} ERROR (%)
LACTOSA 100 0,4
POLIVINILPIRROLIDONA 100 0,7
Tabla 4.13 interfere.ites del levamisoi en el sistema propuesto, así como los errores producidos y las 
concentraciones a la* que muestran interferencia .
4.8.4 Determinación de levamisoi en un preparado farmacéutico..
Se determinó el contenido en levamisoi en un medicamento todavía no regis­
trado por lo que sólo se administra para su uso en hospital y no con fines comercia­
les.
La composición y el tratamiento previo realizado para el preparado farmaceú- 
tico se indica a continuación:
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Se administra en comprimidos. Cada comprimido contiene 59 mg de clorhidra­
to de levamisoi que es el principio activo y su excipiente está compuesto por lactosa, 
polivinilpirrolidona y estearato de magnesio.
El tratamiento previo consistió en pesar 3 comprimidos (1,2816 g) se tritura­
ron y homogeneizaron en un mortero y se pesaron exactamente cantidades cercanas 
a 1 gramo del polvo obtenido. Esta cantidad se disolvió en agua cuyo pH se ajustó
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a 3,8 y posteriormente la disolución se filtró a través de una placa filtrante del n° 
3. El filtrado se llevó a un volumen de 1000 mi con el agua ajustada al mismo pH, 
según el valor declarado esta disolución contema 137,30 ppm de levamisoi. Se tomó 
una alícuota de 20 mi y se llevó a un volumen de 100 mi, lo que suponía una con­
centración del medicamento de 27,46 ppm.
Esta disolución se inyectó en el montaje FIA y los resultados obtenidos se 
compararon con ios declarados. El método muestra ser adecuado para la determina­
ción de levamisoi en este preparado farmacéutico.
FORMULACION VALOR
OBTENIDO
VALOR
DECLARADO
ERROR(%)
LEVAMISOL
(comprimidos)
27,37 ppm 27,46 ppm -0,32
Tabla 4.Í4 Valores obtenidos para la determinación de levamisoi en comprimidos.
Capítulo 5
Determinación fluorimétrica de flufenaci- 
na mediante oxidación con un reactor en
fase sólida de arsen
5.1 ANTECEDENTES.
La flufenacina es una fenotiazina neuroléptica usada en el tratamiento de esqui­
zofrenia, manía y otras psicosis. Tiene usos similares a la clorpromacina, pero es 
menos indicada que ésta ya que presenta efectos secundarios tales como somnolen­
cia, hipotensión, efectos antimuscarínicos o extrapirairúdales. La flufenacina se 
administra como clorhidrato, usualmente por vía oral o como ásteres de decanoato 
o etanoato por vía intramuscular o subcutánea.
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5.2 DESCRIPCION Y METODOS DE IDENTIFICACION.
5.2.1 Descripción.
La flufenacina es un líquido viscoso de un color que oscila entre amarillo pálido 
y amarillo anaranjado con un olor característico. A temperatura ambiente este líquido 
viscoso cristaliza lentamente141.
Su fórmula molecular es 2-4-(3-(2-írifluorometilfenotiazin-10-i!)propil) piperaci- 
na-l-iietanol dihidroclorhidrato. El contenido en peso seco oscila entre 98,5 y 
101,5% del total. La flufenacina, además de éste recibe otros nombres como 4-(3-(2- 
(trifluorometil)fenotiazin-l 0-il)propil)-1 piperacinaetanoldecanoato ester y prolixin 
decanoato.
En la Figura 5.1 se muestra la estructura de la flufenacina.
Figura 5.1 Estructura de 
la flufenacina.
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5.2.2 Ensayos de identificación.
Según las normas de la Farmacopea de Estados Unidos, las principales vías de 
identificación de flufenacina son:
A.- Espectro ultravioleta. Se registra en el intervalo de 230 a 350 nm. En una 
mezcla de 1 parte de HCi 1M y 99 partes de etanol (80%), la flufenacina muestra 
un máximo a 258 nm y otro a 310 nm. La absorbancia del máximo a 258 nm es 
aproximadamente 1,2.
B.- Se disuelven 0,1 g de flufenacina en 10 mi de agua, basificándose la disolu­
ción con NaOK 1 M, se realiza una extracción con 5 mi de cloroformo, filtrándose 
a continuación a través de sulfato sódico anhidro y evaporando el disolvente con una 
corriente de nitrógeno. El espectro infrarrojo del residuo oleoso, concuerda con el 
espectro de referencia de la flufenacina.
€ .- Se realiza la prueba con una luz tenue con la cual se irradia una capa fina 
de "Kieselgur G”. La preparativa se rocia con una mezcla de 180 partes de acetona, 
15 partes de formamida y 5 partes de fenoxietanol. La fase móvil se prepara con una 
mezcla de 100 partes de petróleo, saturado con 2-fénoxietanol y 2 partes de dietila- 
mina. La placa una vez preparada, se calienta 20 minutos a 120°, cejándose enfriar 
posteriormente. Para el revelado, se pulveriza con ácido sulfúrico en etanol (20%) 
y se observa el color obtenido para comprobar que es el cromatograma correspon­
diente a la flufenacina.
D.- Se disuelven 5 mg en 2 mi de H,S04 y se deja reposar 5 minutos. El 
ensayo es positivo si obtenemos un color anaranjado.
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5.3 ASPECTOS FARMACOLOGICOS.
5.3.1 Uso y administración.
La flufenacina es una fenotiazina con propiedades similares a las de ia clorpro- 
macina. Se administra como clorhidrato usualmente por vía oral o como un com­
puesto de acción retardada, en forma de éesteres de decanoato o etanoaío por inyec­
ción intramuscular o subcutánea.
La dosis inicial más usual para la flufenacina en el tratamiento de las esquizo­
frenias, manías y otras psicosis es de 2,5 a 10 mg diarios en dos o tres dosis indivi­
duales. La dosis se puede incrementar de acuerdo con ¡a respuesta que el paciente 
vaya experimentando, hasta 20 mg diarios y en casos extraordinarios, se han llegado 
a administrar hasta 40 mg por día.
L. tratamiento es, a veces, iniciado con inyecciones intramusculares de clorhi­
drato. Las dosis parenterales de clorhidrato de flufenacina son aprovechadas en la 
mitad o en su tercera pane, a diferencia de cuando se administran oralmente, que 
el aprovechamiento es casi completo.
Debido a la larga duración de la absorción completa de los ésteres de decanoato 
o etanoato de flufenacina, son usualmente administrados intramusculármente en pa­
cientes con tratamiento para esquizofrenia o psicosis cróricasu2‘,i4.
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5.3.2 Absorción, metabolismo y excreción.
La flufenacina se absorbe lentamente cuando se administra subcutánea o intra­
muscularmente. Ambas liberan gradualmente el principio activo en el interior del 
organismo. Por el contrario, cuando se administra en forma de clorhidrato, vía oral, 
su absorción es muy rápida145.
Administrada como decanoato de flufenacina es hidrolizada a flufenacina por 
las estearasas del plasma y excretada por la orina1415147. El metabolismo de la flufena­
cina decanoato, en el perro, es similar al de la flufenacina diclorhidrato y e taño ato, 
las bases en todos los casos se hidrol izan y tras posteriores análisis se encuentran 
trazas de flufenacina en pulmón, hígado, piel y corazón pero nunca se encuentran 
en cerebro. Tanto la flufenacina administrada oral como intramuscularmente son 
metabolizadas de manera similar. Se observan elevadas concentraciones en orina, de 
las formas sulfóxido y 7-hidroxi, correspondientes a los metabolitos, mas una admi­
nistración eral del medicamento, presumiblemente como resultado de una primera 
metabolización en intestino y en hígado148.
5.3.3 Efectos tóxicos y tratamiento.
Como la clorpromacina. la flufenacina causa somnolencia e hipotensión pero 
además también puede producir efectos antimuscarínicos y extrapiramidales149.
53.3.1 Convulsiones.
La flufenacina ha sido utilizada como neuroléptico adecuado en patologías con 
riesgo de ataques o convulsiones.
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5.3.3.2 Efectos en los ojos.
Resulta un medicamento capaz de aumentar la sensibilidad a la luz.
5.3.3.3 Efectos en fluidos y homeosta
Esta intoxicación únicamente tiene lugar por ingestión de flufenacina en disolu­
ción acuosa.
5.3.3.4 Efectos en el hígado.
Se administraron a un paciente tres inyecciones de un medicamento neuroléptico 
conteniendo flufenacina decanoato. A las dos semanas de haber tomado la primera 
dosis, el paciente desarrolló importantes alteraciones de hígado como hiperbilirrubi- 
nemia y los valores enzimáticos fueron muy elevados. La enfermedad se mantuvo 
durante cuatro meses150.
5.3.3.5 Efectos en la función sexual
En algunos casos pueden aparecer alteraciones de ta función sexual.
5.3.3.6 Sobredosis.
Se produce intoxicación por sobredosis con ¡a ingestión de 30 comprimidos de 
2,5 mg. A las 20 horas de haber ingresado en un hospital, el paciente presenta
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dificultad respiratoria con espasmo en los músculos respiratorios que únicamente se 
calman con la administración de diazepam.
Otros efectos pueden presentarse por administración intramuscular. La dosis 
necesaria es de 50 mg cada 4 horas de manera continuada durante 4 semanas. A las 
3 semanas, el paciente presenta hipotermia, taquicardia y aparecen signos de parkin- 
son. No hay tratamiento específico151,152.
5.4 PROPIEDADES FISICO QUIMICAS.
La flufenacina comienza a cristalizar a una temperatura de 30-32°C con una 
pureza de 99%. El índice de refracción de la molécula se determina a una tempera­
tura de 25°C y su valor es de 1,5395 con un material de un 99% de pureza.
La flufenacina es insoluble en agua, pero en disolventes apolares como cloro­
formo, éter dietílico, ciclohexano, metanol y etanol es extremadamente soluble153.
En presencia de un medio alcalino se produce la hidrólisis de la molécula. De 
la misma forma la acción de peróxidos sobre la molécula oxida el N de la piperacina 
a nitrógeno (III) cuyo mecanismo probablemente pueda explicarse por ia presencia 
de radicales libres. Tras la reconversión de la base con carbonato sódico en medio 
acuoso, ia flufenacina puede ser extraída con éter, secada y concentrada por evapo­
ración.
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5.5 METODOS DE SINTESIS.
Comúnmente se administra la flufenacina como la forma diclorhidrato que se 
prepara a partir de la flufenacina mediante reflujo con una solución de cloruros en 
cloroformo. La flufenacina se extrae como la sai de hidroclorhidrato y se recristal iza 
con una mezcla de acetona anhídrida/éter. Después de ser reconvertida ya en su 
forma básica con la disolución de carbonato sódico, el decanoato de flufenacina se 
extrae junto al éter, secándose y concentrándose por evaporación154 155.
5.6 METODOS DE ANALISIS.
Existen varios procedimientos propuestos para la determinación de flufenacina. 
Un amplio trabajo de revisión muestra que las técnicas más utilizadas han sido las 
cromatográficas (papel, capa fina, CLAR), la colorimetria, la espectrofotometría 
UV-vis y la fluorimetría. Aunque en menor proporción, también se han descrito 
procedimientos que emplean técnicas como la cromatografía gaseosa, las volume- 
trías, las electroforesis o la polarografía.
5.6.1 Métodos eromatográfkos.
5.6.1.1 Cromatografía de papel.
Muchos son ios sistemas propuestos para la separación de flufenacina por 
cromatografía de papel. El soporte utilizado es simplemente papel o papel impregna­
do con mezclas de disolventes orgánicos.
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En el primer caso, abundan los sistemas a base de metano!, butano!, ácido 
acético, fenol, tolueno o incluso H20 2. En el segundo caso, la fase móvil suele estar 
compuesta por mezclas que incluyen cloroformo, hidrocarburos aromáticos, ciclohe- 
xano, butano! saturado con lampones, elamina, etc156.
En algunos trabajos se han utilizado disoluciones acuosas para el desarrollo 
cromatográfíco.
La visualización de ia flufenacina. se realiza con luz UV a 261 nm, iras su 
elución con etanol al 95%.
5.6,1.2 Cromatografía en capa fina
Son numerosos los sistemas propuestos para realizar el desarrollo cromatográfí­
co, principalmente sobre lechos de silica gel, si bien, también se citan otros soportes 
como celulosa, alúmina, intercambiadores de iones y placas de sílica gel-vidrio 
sintetizado.
Para la separación y posterior determinación de flufenacina empleando soportes 
de sílica gel, se utiliza la luz UV (366 ó 254 nm) o bien un método colorimétrico 
mediante pulverización con ácido sulfúrico al 50 % que produce una coloración roja.
Los sistemas empleados son mezclas de ciclohexano/acetona/amoníaco (30:80- 
:5)157; cloroformo/meíanol (80:2)158; ciclohexano/acetona/amoníaco (36:60:0.6)i59; 
metanol/acetatodeetilo/ciclohexano/cloroformo(9:25:17:38)160;cloroformo/metanol- 
/amoníaco (9:10:0,5)16!.
Estos sistemas de disolventes se utilizaron para ensayar de manera cuantitativa 
la flufenacina, determinándose con luz UV a 261 nm1£i2.
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5.6.1.3 Cromatografía gaseo.
Para su determinación fue necesaria un proceso de silanización. El gas portador 
utilizado fue el nitrógeno y el detector fue un espectrofotómetro de ionización en 
llama. Los tiempos de retención para las especies flufenacina, perfenacina y deca­
noato de flufenacina fueron respectivamente 4,7 y 24 minutos163. Las temperaturas 
a las que se efectúa la separación oscilaron entre 305164 para uno¿ autores y 330°C165 
para otros.
5.6.1.4 Cromatografía líquida de
En las referencias más recientes aparece como la técnica más utilizada para 
llevar a cabo la separación y posterior determinación de flufenacina166.
Las columnas más comunes son las de sílice, trimetilsilano y en algunos proce­
dimientos, columnas intercambiadoras de iones. En las tres, la fase móvil está cons­
tituida por una mezcla de metanol, acetonitrilo y carbonato amónico, éste último en 
diferentes proporciones.
En muchas ocasiones los procedimientos propuestos emplean reacciones de 
derivatización para realizar la determinación, utilizando precolumnas o bien se usan 
postcolumnas para obtener productos fluorescentes.
5.6.2 Métodos volumétricos.
La flufenacina puede determinarse por valoración en medio no acuoso con ácido 
perclórico 0,1 M en medio ácido acético glacial, en presencia de acetato de mercurio
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(II) y empleando violeta cristal como indicador167. La detección del punto final tam­
bién puede llevarse a cabo potenciométricamente o mediante un indicador como el 
verde de malaquita.
5.6.3 Métodos fluorimétricos.
El método propuesto para determinar la flufenacina, implica la oxidación a 
sulfóxido con Ce(IV) en medio metanol-ácido sulfúrico.
Se midió la fluorescencia a 400 nm tras haber excitado a 343 nm168.
5.6.4 Métodos espectrofotométriccs y colorimétricos.
Muchos métodos colorimétricos para la determinación de flufenacina están 
basados en la formación de un par iónico con un anión coloreado en disolución acuo­
sa y posterior extracción con disolventes orgánicos, como es el caso de la formación 
del par iónico con azul de bromotimol en tolueno y extraído a pH=2,6 con un 
tampón glicina/CIH. La absorbancia de la disolución se midió a 400 nm169.
También se han formado complejos con el paladio y los ésteres de flufenacina 
para realizar una extracción posterior en acetato de etilo170,171.
La absorbancia UV de la flufenacina en metanol se puede cuantificar a la 
longitud de onda de 261 nm pudiendo distinguir claramente entre ésta y su sulfóxido; 
este método de determinación viene precedido de separaciones previas empleando 
columnas crouatográñcas.
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5.7 ANALISIS EN TEJIDOS Y FLUIDOS CORPORALES
El metabolismo de la flufenacina se ha detectado en humanos gracias a la 
técnica del carbono 14!72,173, después de una posterior extracción del plasma en me­
dio alcalino con n-heptano.
Se han encontrado varios metabolitos de flufenacina en orina y heces174. Los 
extractos de orina y plasma han sido analizados mediante cromatografía gaseosa, 
usando un portador de nitrógeno y una columna de 3% OV-17 en Chromosorb W a 
215°C. También se ha utilizado un procedimiento similar en un detector de ioniza­
ción de llama175. La orina se extrae por adsorción en una columna Amberíite XAD- 
2. Los metabolitos extraídos se pasan por cromatografía gaseosa de 2%SE-30 a 
225 °C. La detección es de ionización en llama.
Un procedimiento fluorimétrico para plasma sanguíneo consiste en lo siguiente; 
el plasma se extrae con una mezcla de heptano/aicohol isoamílico (98,3:1,7) tras una 
hidrólisis alcalina a 100°C176. Los metabolitos posteriormente se extraen con un 
tampón fosfato 0,1 M y son oxidados con peróxido de hidrógeno. La medida de la 
fluorescencia se realiza a 405 nm, excitando a 350 nm.
Los procedimientos cromatográfícos de alta resolución tratan el suero tras una 
extracción con hexano usando un detector electroquímico para su detección177. La 
fase móvil es una mezcla de metanol/0,05 M tampón fosfato, pH ~ 6,9 (53:47) y la 
separación se lleva a cabo con una columna Lichrosorb SI (60) tratada con diclo- 
rometilsüano.
También 1a separación por cromatografía en capa fina ha sido utilizada para la 
separación de metabolitos de flufenacina en tejidos animales178.
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5.8 PARTE EXPERIMENTAL: OBJETIVO.
La flufenacina en medio ácido y en presencia de Ce(ÍV) se oxida dando un pro­
ducto de oxidación intermedio fluorescente y cuyo espectro de emisión de fluores­
cencia presenta un máximo de excitación a 352 nm y un máximo de emisión a 410 
nm. La fenotiazina puede ser cuantitativamente oxidada a radical libre por pérdida 
de un electrón, o en una segunda etapa, a sulfóxido que se caracteriza por una 
coloración amarilla.
Por otra parte el Ce(IV) en medio ácido constituye un oxidante poderoso am­
pliamente utilizado en determinaciones oxidimétricas (cerimetrías).
La posibilidad de realizar la oxidación de la flufenacina con Ce(IV) inmoviliza­
do como arsenito de Ce(ÍV) dentro de! montaje FIA, es una atractiva perspectiva que 
se estudia en la presente memoria.
Desde un punto de vista general, las ventajas que se preveen al utilizar una 
columna oxidante de arsenito de Ce(IV) serían por un lado las inherentes a los 
sistemas en flujo continuo con reactivos inmovilizados, esto es, una simplificación 
del sistema debido a que desaparece del mismo el flujo de un reactivo; un aumento 
de la señal analítica, pues el reactivo se emplea en su forma más concentrada y la 
reacción con el analito transcurre en la interfase sólido-líquido, donde la dispersión 
de la muestra no tiene lugar (D = 1); así como un menor consumo de reactivos y la 
posibilidad de recuperar el exceso que no ha reaccionado. Por otra parte, el Ce(IV) 
inmovilizado como arsenito de Ce(IV) puede presentar una selectividad mayor que 
la presenta en disolución, donde actúa como oxidante muy poderoso y poco selecti­
vo. La selectividad residiría en aprovechar las diferencias en la velocidad de reac-
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El aspecto más original del proceso reside en el reactivo seleccionado para 
llevar a cabo la oxidación. El arsenito de Ce(IV) no es un reactivo analítico emplea­
do habitualmente, de hecho, ni siquiera aparece registrado en los catálogos comercia­
les de productos químicos, por lo que para su obtención fue necesario sintetizarlo 
previamente a partir de arsenito de sodio y nitrato cérico.
El reactivo sintetizado y que fue propuesto inicialmente como intercambiador 
inorgánico, es inmovilizado sin el empleo de ningún soporte por simple confina­
miento del mismo (inmovilización natural) dentro de una columna que adecuadamen­
te conectada al montaje FIA constituye el corazón o pieza clave del sistema de flujo.
La flufenacina es oxidada al atravesar el reactor de arsenito de Ce(IV) y el 
producto de reacción posee características fluorescentes por lo que fue posible la 
determinación fluorimétrica y, por lo tanto, la consiguiente cuantificación de la 
flufenacina en la muestra. La detección es un aspecto fundamental en el procedi­
miento analítico, ya que si bien son muchos los compuestos susceptibles de oxidación 
en estas condiciones, son pocos los fluorescentes a la longitud de emisión de trabajo 
(410 nm).
Se estudiaron detalladamente las condiciones experimentales: acidez, temperatu­
ra, etc, a las cuales se favorece la oxidación de la flufenacina, aplicando el método, 
tras una etapa de optimización de las variables FIA y químicas del sistema a la 
determinación de flufenacina en varios preparados farmacéuticos de uso frecuente.
Flufenacina
5.9 PROCEDIMIENTO.
El arsenito de Ce(IV) se sintetizó antes de ser inmovilizado e incorporado al 
sistema en flujo continuo, según el procedimiento que se describe a continuación, 
basado en la publicación de Janardanan y col.2 Para ello, se pesaron 6,635 g de 
arsenito de sodio, se disolvieron en 500 mi de agua desionizada y se ajustó el pH a 
1,25 con ácido nítrico 2M. Desde una bureta se añadió lentamente y con agitación 
constante una disolución de nitrato de Ce(ÍV) y amonio preparada por disolución de 
6,871 g en 250 mi de agua desionizada.
Se obtuvo un precipitado gelatinoso, no cristalino, de color pardo-naranja. Se 
dejó en digestión con la disolución madre durante 24 horas, a temperatura ambiente 
y sin agitación. Se filtró a través de una placa filtrante del número 4 y se lavó con 
abundante agua desionizada. El precipitado se secó con aire caliente, y tras el sec a­
do, se presentó en forma de partículas duras de muy diversos tamaños y de color 
rojo oscuro. Cuando las partículas todavía estaban calientes, se sumergieron en ácido 
nítrico 1M, permaneciendo 24 horas en dicho medio. El choque térmico rompió las 
partículas grandes, obteniéndose partículas de menor tamaño y muy regulares. Se 
filtró nuevamente el precipitado, se lavó con agua desionizada, se secó con aire 
caliente y se tamizó, seleccionando las partículas comprendidas entre 150 y 200 
mieras. Con los resultados obtenidos, los autores, propusieron la siguiente fórmula: 
CeOjÁs^Oj.S HjO.
En vista de los bajos rendimientos obtenidos en la síntesis (menores del 10%), 
es probable que junto a la formación de arsenito de Ce(IV) tenga lugar una reacción 
redox competitiva que reduce apreciabiemente la concentración de Ce(FV) y arsenito 
en el medio.
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El precipitado que se obtuvo directamente de la síntesis fue poco útil para 
elaborar lechos reactivos para flujo continuo, dada la irregularidad en tamaño y 
forma de las panículas del mismo, lo cual sería causa de gran irreproducibilidad. La 
manipulación mecánica del precipitado por medio de un mortero o molinillo, da 
lugar a que las partículas se pulvericen en su mayor parte, obteniéndose un pobre 
rendimiento en partículas compatibles con la metodología FIA de bajas presiones.
Al sumergir el precipitado calentado por aire en una disolución nítrica a tempe­
ratura ambiente, prácticamente la totalidad del precipitado se fracturó en pequeñas 
partículas (entre 150 y 200 mieras), tamaño que según demuestra ia experiencia 
logra un adecuado compromiso entre reactividad y baja oposición al flujo continuo.
Para poder utilizar el arsenito de Ce(IV) en el montaje FIA fue necesario cons­
truir una columna rellena del mismo, que mediante conexiones adecuados se unió a 
los tubos de teflón por los que circulaban las disoluciones. La introducción del sólido 
en la columna se realizó por gravedad utilizando un pequeño embudo. Para evitar 
que el reactivo se difundiera por los extremos de la columna, se colocaron sendos 
filtros de papel gravimétrico.
El montaje FIA empleado para la determinación de la flufenacina aparece en 
ia Figura 5.2Salvo para los primeros ensayos de reactividad, éste fue el montaje 
utilizado para el resto de experiencias, si bien las variables fmicas y FIA fueron
distintas, especificándose en cada apartado su valor correspondiente.
La disolución acuosa de flufenacina en un medio fosfórico 0,01M se insertó en 
una corriente de portador, ácido fosfórico 0,01M. El bolo de muestra atravesó la 
columna de arsenito de Ce(IV) y en su recorrido a través del reactor la flufenacina 
fue oxidada en el medio ácido a un estado de oxidación intermedio que se caracteriza 
por ser fluorescente. El flujo emergente del reactor llegó a la celda de flujo emplaza-
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da en el detector, donde se midió de forma continua ia intensidad de fluorescencia 
de la disolución que atraviesa dicha celda a 410 nm. La llegada de Sa muestra, que 
ya había reaccionado, proporcionó una señal transitoria característica de ios sistemas 
FIA que permitió la obtención de un pico en el registrador.
Figura 5.2 Montaje FIA empleado para la determinaciónfluorimétrica de flufenacina. Mxanalpor donde 
se inserta la muestra; P: canal de i portador, H3PG4 0[01M; R .reactor de arsenito de ceño (IV) inmoviliza­
do; D. detector; R .registrador.
La disolución 0,01 M de ácido fosfórico como portador resultó ser la más 
adecuada, ya que el mismo medio en el que se encontraba disuelta ¡a flufenacina 
resultó ser el que más resaltaba la fluorescencia.
La naturaleza del medio ácido así como su concentración tuvieron una gran 
importancia en el proceso de oxidación, siendo objeto de un esmdio más detallado.
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La temperatura ambiente se reveló como la más adecuada, ya que un incremen­
to de la misma no experimentaba una mejoría tal como para alterar las condiciones 
favorables a la formación del producto de oxidación.
5.10 ENSAYOS PREVIOS
5.10.1 Influencia dei medio y la concentración.
Las primeras experiencias llevadas a cabo tuvieron como finalidad comprobar 
la reactividad del arsenito de Ce(IV) en diferentes medios ácidos y a varias concen­
traciones. De este modo se pretendía obtener una primera información sobre las 
condiciones más apropiadas para oxidar la flufenacina.
Los ensayos se realizaron utilizando un montaje en flujo continuo donde una 
disolución acuosa de 100 ppm de flufenacina se hizo confluir con disoluciones 0,5M 
de los ácidos perclórico, clorhídrico, nítrico, acético y fosfórico, no se utilizó el 
ácido sulfúrico porque provocaba la disolución del reactivo.
La mezcla flufenacina-ácido atravesaba el reactor de arsenito de Ce(JV), que 
previamente fue lavado durante 10 minutos con agua desionizada utilizando el mismo 
montaje. El producto de oxidación fue cuantifícado por medio de un fluorímetro 
registrándose su espectro de emisión cuyo máximo se observó a 410 nm. Tal como 
se muestra en 1a Figura 5.4,los mejores medios resultaron ser acético y fosfórico que 
aumentaron mucho la emisión de fluorescencia del producto de oxidación de la 
flufenacina. Otro estudio se realizó con agua desionizada, NaOH y NH3. Los resulta-
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dos se compararon con los obtenidos con una disolución 0,05M de ácido fosfórico 
resultando ser la luz emitida mucho menor que por éste último (ver 5.5).
Figura 5.3 Montaje utilizado para la realización de los primeros ensayos en estático. La disolucicm de 
flufenacina y el portador confluyen antes de pasar por el lecho reactivo.
Seguidamente se pasó a un estudio más detallado de los dos medios ácidos 
seleccionados, acético y fosfórico, Es de destacar el aumento de reactividad del 
lecho al disminuir la concentración del ácido obteniéndose los mayores valores de 
absorbancia para una concentración 0,01 M en ambos ácidos, resultando más alta la 
señal transitoria que correspondía al fosfórico que la correspondiente al acético.
Flufenacina
Figura 5.4 Espectros de fluorescencia de la disolución de flufenacina en distintos medios ácidos. 6:HSP04 
5:HAc; 4:HN0P 3;HC¡> 2.HC10* 1: Hf$04.
Figura 5.5 Espectros comparativos
entre los mejores medios ácidos y
los básicos. !:H3P0* 2:H20, 3:NaOH.
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Figura 5.6 Espectros correspondientes a diferentes concentraciones de H3PO¿, expresadas en M: 6:0,05, 
5:0,1, 4:0,25, 3:0,5, 2:0,75, 1:1.
Debido a la marcada influencia que tanto la naturaleza del ácido como la con­
centración del mismo tienen en la oxidación de la flufenacina, se hicieron necesarios 
ensayos adicionales antes de seleccionar un medio para la etapa de optimización de 
las variables FIA.
La siguiente experiencia fue realizada en flujo continuo y para ello se utilizó 
el montaje de la Figura s.7.
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Figura 5.7 Montaje empleado para los primeros ensayos en flujo continuo. La disolución de flufenacina 
era inyectada en una corriente de portador y a continuación, pasaba por el reactor produciéndose la 
oxidación del medicamento.
En e! propio sistema FIA, se inyectó una mezcla de flufenacina (100 ppm)- 
ácido en un portador que resultó ser agua desionizada. El producto de oxidación 
obtenido al atravesar la columna de arsenito de Ce(IV) se registró a una longitud de 
onda de excitación de 352 nm y la de emisión a 410 nm. Los ácidos ensayados 
fueron los mismos que en ia experiencia anterior y en la misma concentración 0,5 
M.
Se siguió observando la misma tendencia, medios ácidos muy diluidos favore­
cían la señal, mientras que medios muy concentrados no favorecían la oxidación de 
la flufenacina.
Para posteriores experiencias de optimización, se seleccionó una concentración 
de ácido fosfórico 0,01 M, que proporcionaba la máxima señal analítica y era lo sufi­
cientemente baja para indicar que no habría problemas de pérdida de reactividad de
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la columna de arsenito de Ce(IV) por reacciones competitivas o por disolución del 
mismo, ya que la síntesis del arsenito de Ce(IV) tiene lugar en medio nítrico diluido.
5.10.2 Influencia de la temperatura.
Se estudió la influencia oe la temperatura en la oxidación de la flufenacina, para 
ello, se empleó el montaje de la Figura 5. 7,siendo el valor de las variables del siste­
ma el mismo que en el apartado anterior, utilizando una concentración de flufenacina 
de 100 ppm.
El reactor de arsenito de Ce(IV) se sumergió en un baño termostatado y las 
temperaturas estudiadas fueron 20, 40, 60 y 70°C.
Los picos obtenidos por el efecto de )a temperatura para distintas concentracio­
nes de ácido se representan en la Figura 5.8.
Un aumento de la temperatura no favorecía la altura de la señal transitoria 
debido probablemente a la aceleración de la re¿ xión de oxidación, por ello se 
seleccionó la temperatura ambiente para llevar a cat o la oxidación.
Figura 5,8 Series de picos 
correpondienles a las 
diferentes temperaturas
ensayadas.
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5.11 ELECCION DEL MONTAJE FIA.
Una vez realizados los ensayos previos que determinaron el ácido a utilizar, la 
concentración y la temperatura, se debía elegir el montaje de inyección en flujo 
continuo definitivo. Para ello, se pensó en dos tipos de montaje (1 y 2) cuya diferen­
cia estribab en que el reactor que contenía el arsenito de Ce(IV) inmovilizado estaba 
ubicado entre la válvula de inyección y la celda de flujo (caso 1) o por el contrario 
el reactor se encontraba ocupando todo el volumen de muestra (caso 2).
Se realizaron series comparativas entre ambos montajes haciendo pasar en 
ambos casos como portador ácido fosfórico 0,01 M y se insertó en el sistema una 
concentraciones de 20 ppm de flufenacina en H3P 04 0,01 M. Las señales analíticas 
obtenidas fiieron mayores en el segundo caso, es decir, cuando la columna se encon­
traba situada en el bucle de muestra, con lo que se optó por este sistema como 
definitivo.
Figura 5.9 Series de inyecciones de muestra 
realizadas con el reactor situado:
a) en el del bucle de muestra y
b) después del bucle de muestra.
El fluorímetro trabajó a una ganancia 
de 20.
1 3 6
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Finalmente solo quedaba por estudiar antes de la optimización de los paráme­
tros FIA, una cuestión referente a ia disolución de flufenacina. Hasta ahora todos los 
ensayos fueron realizados estando la flufenacina disuelta en agua, se pensó en efec­
tuar unas series comparativas entre la flufenacina en medio acuoso y el medicamento 
disuelto en el mismo medio que la disolución portadora, ácido fosfórico 0,01M. Los 
registros obtenidos fueron mayores cuando la flufenacina oxidada no experimentó 
cambio alguno de medio. Se consideró más favorable y la disolución de H3P04 
0,Q1M y se colocó tanto en el portador como en la disolución de flufenacina.
5.12 OPTIMIZACION DE PARAMETROS EXPERIMENTA­
LES.
5.12.1 Optimización de la longitud desde la válvula al detector.
La optimización de las variables FIA del sistema se realizó por el método 
univariante. Estas variables eran la longitud desde la válvula al detector, el caudal 
de la muestra, el caudal del portador y la longitud de la columna que quedó situada 
en el bucle de muestra de tal manera que una vez optimizada su longitud se pudo 
calcular el volumen de muestra que fluía por el sistema.
La primera de las variables objeto de estudio fue la longitud existente entre la 
válvula y el detector y se estudió en el intervalo que comprendía los valores 12- 112
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bién más ancha. Se seleccionó una longitud de 32 cm como óptima, 
aprecia en !a Tabla s.iy la Figura s.io
40 80 90 
LONGITUD DEL REACTOR
Se realizaron inyecciones de una disolución de flufenacina de 20 ppm en 0,Q1M 
de H3P 04 y se utilizó como portador una disolución de ácido fosfórico de la misma 
concentración.
El caudal de la disolución portadora fue de 2,38 ml/min y el caudal de la 
muestra tue de 1,66 ml/min.
La optimización de esta variable dio como óptima una longitud intermedia entre 
los valores propuestos. Aquellos de longitud más corta daban señales que aparecían 
rápidamente, de pequeña intensidad e irreproducibles y los valores de longitud dema­
siado largos mostraban una gran dispersión del bolo de muestra.
Las longitudes estudiadas fueron 12, 32, 54, 84 y 112 cm, se observó un au­
mento de ¡a señal analítica cuando se incrementó la longitud hasta llegar a un valor 
de 32 cm, longitud a partir de la cual empezó a disminuir la señal haciéndose tam-
tal como se
Figura S.10 Gráfica correspondiente a los diferentes valor
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LONGITUD DEL 
REACTOR (cm)
INTENSIDAD 
DE FLUORES­
CENCIA
112 84,50
84 88,60
54 96,57
32 97,33
12 91,75
Tabla 5.1 Datos de intensidad de fluorescencia correspondientes a la optimización de la longitud del 
reactor.
5.12.2 Optimización de! caudal de la muestra.
Se estudió el caudal de la muestra con las mismas condiciones del sistema FIA 
que las del apartado anterior. Los caudales objeto de estudio fueron 4,12; 3,71; 
3,30; 2,07; 1,25 ml/min. Se seleccionó como óptimo un caudal de 4,12 ml/min, que 
fue el que mejor respuesta analítica proporcionó. Los resultados se expresan a conti­
nuación en la Tabla 5.2y en la Figura 5.11.
Flufenacina
Figura 5.11 Gráfica que representa 
los diferentes caudales de ¡nuestra 
frente a los valores de fluorescencia.
CAUDAL DE 
MUESTRA
(ml/mia)
INTENSIDAD 
DE FLUO­
RESCENCIA
4,1 51,34
3,7 45,40
3,3 43,16
2,0 4*3,76
1,2 39,07
Tabla 5.2 Datos de intensidad de fluorescencia correpondieníes a la optimización del caudal de la 
muestra.
CAUDAL MUESTRA
IFigura 5.12 Gráfica que muestra 
la influencia del caudal del 
portador (ml/min) en el sistema FIA 
para la determinación de la 
flufenacina.
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5.12.3 Optimización del cauda! del portador,
El caudal del portador se estudió a continuación en el intervalo comprendido 
entre 6,22 y 0,46 ml/min y las condiciones del sistema relativas a concentraciones 
y medios de las disoluciones siempre fueron las mismas.
Se observó un aumento notable de la señal analítica transitoria a medida que el 
caudal disminuía, debido a que el tiempo de contacto entre el bolo de muestra y el 
lecho reactivo era mayor, favoreciendo el proceso de oxidación de la flufenacina que 
a su vez producía un aumento en la emisión de fluorescencia. También se observó 
un ensanchamiento de las señales analíticas para caudales excesivamente lentos que 
resultaban muy irreproducibles por lo que se decidió tomar un caudal bajo pero en 
el que la reproducibilidad fuese bastante buena. El caudal escogido como óptimo fue 
de 2,38 ml/min.
Los resultados experimentales que relacionan los caudales con la intensidad de 
fluorescencia se observan en la Tabl 5.3 y
141
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CAUDAL DEL 
PORTADOR 
(núfnún)
INTENSIDAD | 
DE FLUORES- j 
CENCIA
6,2 34,47
5,5 36,35
4,9 38,22
4,3 39,47
3,6 41,07
3,0 42,36
2,3 47,11
1,7 51,92
1.1 54,80
Tabla 5.3 Datos de intensidad de fluorescencia correspondientes a la optimización del caudal del porta­
dor.
5.12.4 Optimización del tiempo de reacción.
Como consecuencia de la optimización de la última variable descrita, en la que 
se observó que un mayor tiempo de contacto entre el arsenito de Ce(íV) y la flufena­
cina favorecía la oxidación de ésta, se pensó en la posibilidad de detener el flujo 
para que la reacción se produjera en su totalidad.
Flufenacina
El estudio se realizó con 20 ppm de una disolución de flufenacina en P 04H3 
0,01 M y todas las variables del sistema FIA ya optimizadas, deteniendo el flujo 
cuando el bolo de muestra que contiene el medicamento se encontraba en contacto 
con el arsenito de Ce(IV) inmovilizado.
Se detuvo el flujo en el intervalo comprendido entre 0 y 120 segundos, aumen­
tando cada vez el tiempo 30 segundos.
La señal analítica mejoraba con el flujo parado en relación a su situación cuan­
do el flujo era continuo hasta llegar a un tiempo en el que se producía la máxima 
señal y a partir del cual aunque el tiempo aumentara la señal analítica se mantenía 
constante (como se observa en la rabia s.4que se añade a continuación), deduciendo 
por tanto que ya se había alcanzado el mínimo tiempo necesario para que la reacción 
de oxidación de la flufenacina se produjera, siendo este tiempo de parada de 45 
segundos.
Figura 5.13 Optimización del tiempo de reacción.
Flufenacina
TIEMPO (seg) INTENSIDAD 
DE FLUORES­
CENCIA
0 26,30
30 50.70
45 59,84
60 59,42
90 59,3
Tabla 5.« intensidad de fuorescencia con respecto al tiempo de reacción.
5.12.5 Optimización de la longitud del reactor.
El reactor de arsenito de Ce(IV) era el enclave principal del sistema FIA objeto 
de estudio ya que era en él donde se encuentraba inmovilizado el reactivo y una vez 
optimizado totalmente el sistema serían estudiadas las características del reactor tales 
como la propia estabilidad y el tamaño de partícula del reactivo que se introduciría 
en él.
El lecho donde se inmovilizó el arsenito de Ce(IV) era un tubo de teflón con 
un diámetro interno de 1,5 mm y la longitud era una variable a estudiar. Dicho estu­
dio resultaba importante, ya que estaba situado en el bucle de muestra y era deñnito- 
rio de la cantidad de flufenacina que se ponía en contacto con el arsenito de Ce(IV) 
para que se produjera su oxidación completa.
